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RESUMO

O gene PIWI-LIKE PROTEIN 1 (PIWIL1) surgiu como um alvo atraente para o cancer
gastrico, uma vez que estudos tém demonstrado que a proteina PIWIL1 € expressa em niveis
aumentados em tecidos cancerigenos, células-tronco e células germinativas, porém é ausente
em tecidos somaticos normais, caracterizando-a como uma proteina-alvo muito interessante
para o tratamento desta neoplasia, visto que a maioria das células ndo cancerigenas nao seria
afetada por efeitos citotoxicos. Embora informacOes relevantes sobre o possivel papel da
PIWIL1 na carcinogénese do cancer gastrico sejam fornecidas pela literatura atual, os
mecanismos moleculares envolvidos nesse processo carcinogénico permanecem pouco
esclarecidos. Portanto, com o objetivo de investigar os mecanismos moleculares pelos quais a
PIWIL1 confere vantagens as células cancerigenas, a tecnologia de CRISPR/Cas9 foi
empregada, a fim de realizar o knockout permanente do gene PIWIL1 na linhagem celular de
cancer gastrico AGP01. Apds o knockout, foram realizados experimentos para avaliar o efeito
desta alteracdo molecular sobre a capacidade de migracdo e invasdo da linhagem, bem como
sobre a expressdo de genes envolvidos nestes dois mecanismos celulares. Os resultados
demonstraram que o knockout do gene PIWIL1 causou uma diminuicdo significativa na
capacidade de migracdo da AGPO1 apds 24 horas, assim como uma diminuicdo significativa
na capacidade invasdo celular. Além disso, os resultados de expressdo génica revelaram 26
genes (cinco superexpressos e 21 hipoexpressos — quando comparadas as linhagens antes e
apos o knockout) que codificam proteinas envolvidas nos processos celulares de invasdo e
migracdo. De acordo com a literatura atual, nove desses 26 genes (DOCK2, ZNF503, PDE4D,
ABL1, ABL2, LPAR1, SMAD2, WASF3 e DACH1) possivelmente estdo relacionados aos
mecanismos utilizados pela PIWIL1 para promover efeitos carcinogénicos relacionados a
migracdo e a invasdo, uma vez que suas fungdes sdo consistentes com a alteracdo observada
(superexpresso ou hipoexpresso apos o knockout). Em conjunto, esses dados reforcam a ideia
de que a PIWIL1 deve desempenhar um papel crucial na via de sinalizacdo do cancer gastrico,
regulando varios genes envolvidos nos processos de migracdo e invasdo, portanto, seu uso
como alvo terapéutico pode gerar resultados promissores no tratamento deste tipo de cancer.

Palavras-chave: CRISPR-Cas9, PIWIL1, Cancer Gastrico, Migracéo, Invasao.



ABSTRACT

The PIWI-LIKE PROTEIN 1 (PIWIL1) gene has emerged as an attractive target for gastric
cancer, as studies have shown that PIWIL1 protein is expressed at increased levels in cancer
tissues, stem cells and germ cells, but it has been shown to be absent in normal somatic
tissues. This means that it could be a potential target for therapy, since most non-cancer cells
would not be affected by cytotoxic effects. Although relevant information on the possible role
of PIWIL1 in the carcinogenesis of gastric cancer is provided by the current literature, the
molecular mechanisms involved in this carcinogenic process remain unclear. Therefore, in
order to investigate the molecular mechanisms by which PIWIL1 confers advantages to
cancer cells, CRISPR/Cas9 technology was employed in order to perform the permanent
knockout of PIWIL1 gene in the AGPO1 gastric cancer cell line. After knockout, experiments
were carried out to evaluate the effect of this molecular alteration on the migration and
invasion capacity of the cell line, as well as on the expression of genes involved in these two
cellular mechanisms. The results demonstrated that PIWIL1 gene knockout caused a
significant decrease in the migration capacity of AGPO1 after 24 hours, as well as a
significant decrease in the cell invasion capacity. In addition, gene expression results revealed
26 genes (five overexpressed and 21 hypoexpressed - when comparing the cell lines before
and after knockout) that encode proteins involved in invasion and migration cellular
processes. According to the current literature, nine of these 26 genes (DOCK2, ZNF503,
PDE4D, ABL1, ABL2, LPAR1, SMAD2, WASF3 and DACHL1) are possibly related to the
mechanisms used by PIWIL1 to promote carcinogenic effects related to migration and
invasion, since their functions are consistent with the observed modification (being
overexpressed or hypoexpressed after knockout). Taken together, these data reinforce the idea
that PIWIL1 should play a crucial role in the gastric cancer signaling pathway, regulating
several genes involved in the migration and invasion processes, so its use as a therapeutic
target can generate promising results in the treatment of this type of cancer.

Key words: Gastric cancer; PIWIL1; CRISPR-Cas9; Migration; Invasion
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1. INTRODUCAO

1.1 FAMILIA PIWI

Os genes da familia PIWI representam uma classe de genes evolutivamente
conservados codificantes de proteinas que desempenham papéis importantes em diversos
organismos (Kuramochi-Miyagawa, 2004) (Tabela Suplementar 1). Essas proteinas sdo
compostas de trés dominios caracteristicos (Figura 1): o dominio PIWI-Argonaute-Zwille
(PAZ), que se liga a extremidade 3 do RNA, o dominio intermediario (MID), que fornece um
bolso de ligagdo para a extremidade 5°, e 0 dominio PIWI, com dobra tipo RNase H que
abriga a atividade de endonuclease (Farazi, 2008; Simon, 2011; Jinek and Doudna, 2009).

Ligacdo de RNA Atividade Catalitica
Ligantel .
Sitio de Ligagao 3' Sitio de Ligacdo 5'

Figura 1 Representagdo esquematica das proteinas PIWI. PIWI, P-element-Induced Wimpy Testis; N,
dominio N-terminal; PAZ, dominio PIWI-Argonaute-Zwille; MID, dominio intermediario (Adaptado
de Litwin, 2017).

Existem quatro tipos de proteinas PIWI humanas: PIWI-like protein 1 (PIWIL1,
chamada também de HIWI), PIWI-like protein 2 (PIWIL2 ou HILI), PIWI-like protein 3
(PIWIL3 ou HIWI3) e PIWI-like protein 4 (PIWIL4 ou HIWI2), localizadas nos
cromossomos 12, 8, 22 e 11, respectivamente. Suas caracteristicas estdo melhores descritas na
Tabela 1.

Tabela 1 Proteinas PIWI humanas, comprimentos (aminoécidos), massa molecular, genes que as
codificam, locus genémico e sinbnimos.

Proteina Comprimento Massa molecular (kDa) Gene Locus genémico Sindnimos
Piwi-like protein 1 861 aa 98.5 PIWIL1 12924.33 HIWI
Piwi-like protein 2 973 aa 110 PIWIL2 8p21.3 HILI
Piwi-like protein 3 882 aa 101 PIWIL3 22q11.23 HIWI3

Piwi-like protein 4 852 aa 97 PIWIL4 11921 HIWI2
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1.1.1GENE PIWIL1

O gene Piwi like RNA-mediated gene silencing 1 (PIWIL1 também chamado de
HIWI), é um homdlogo humano da familia PIWI localizado em 12924.33 e possui 22 exons
(Figura 2). Ele codifica uma proteina membro da familia de proteinas Argonautas que
desempenha um papel importante na auto-renovacdo de células germinativas e
hematopoiéticas (Quiao, 2002; Sharma, 2001; Hutvagner e Simard, 2008; Zeng, 2011). Os
tumores derivam de uma pequena fracdo de células-tronco, que possuem alta capacidade
proliferativa, de autorrenovagdo continua e de multi-linhagem, essas capacidades de células-
tronco estdo intimamente correlacionadas o gene PIWIL1, que tornou-se um alvo atraente para

o tratamento do cancer (Assumpcao, 2015; Navarro, 2015).

pl3.3
pl3.3
pl3.3
pl3.2
pl3.l
plz.3
plz2.1
pll.22
pll.z1
pll.l
gll
glz2
gl3.11
yl3.12
yl3.13
II ol .1
gld.z
gld .3
gl5
gel.l
g2l.z2
g2l
g2l.32
921,33
g2z
g2d.l
4EE.2
§23.3
ged.11
g2d.13
g2d. 21
g2d.23
g2d .31
g2d.32
4—o2d .33

Figura 2 Gene PIWIL1 (Fonte: https://www.genecards.com)

O aumento da expressao do PIWIL1 mostrou estar relacionado a varios dos hallmarks
do céancer propostos por Hanahan & Weinberg (2011; Figura 3) tais como baixa
diferenciacdo, alta capacidade de migracdo e manutencdo de caracteristicas semelhantes as de
células-tronco o que por sua vez contribuem para grau histolégico mais grave, estagio
avancado e pior evolucéo clinica, (Litwin, 2017; Li, 2015; Chen, 2015; Ghildiyal e Zamore,
2009, Houwing et al., 2007, Suzuki et al., 2012, Grochola et al., 2008; Li et al., 2010; Wang
et al., 2012). A proteina PIWIL1 ¢é hiperexpressa em tecidos de cancer, células-tronco e
células germinativas, mas tem se mostrado ausente ou com baixa expressdo em tecidos
somaticos normais. Isso significa que pode ser um potencial alvo para a terapia, uma vez que
os efeitos citotoxicos em células ndo cancerosas seria consideralvemente reduzido
(Assumpcdo, 2015; Tan, 2015; Siddiqg, 2012; Siddi, 2012).
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'%"ntaining genomic integ™

Figura 3: Regulacdo de alguns hallmarks do cancer pela familia PIWI (Tan, 2015). Os hallmarks
estdo envolvidos na patogénese de alguns ou de todos os tipos de céancer, 0 que é proposto por
Weinberg. As PIWIs podem contribuir para a formagdo de muitas caracteristicas do cancer, como a
promogdo da divisdo celular, a resisténcia a apoptose, evasdo de supressdo do crescimento,
manutencdo da integridade genémica, e facilitacdo da migracao e invasdo celular.

1.2 BIOGENESE DOS piRNAs

Os RNAs que interagem com PIWI (piRNAs) séo pequenos RNAs ndo codificantes
originarios de transcritos longos de fita Unica que ndo necessitam de processamento de
conversdo a partir de precursores dupla fita, como os micro RNAs e os RNAs de interferéncia,
portanto sdo independentes de DICER e DROSHA, sendo entdo necessarios outros
mecanismos de processamento. As vias de producdo de piRNAs sdo chamadas de biogénese
primaria e secundaria (Ross, 2014; Ozata, 2018).

Na biogénese primaria os piRNAs se originam a partir da transcricdo de seu precursor
longo (prepiRNA) diretamente de loci gendmicos especificos chamados de clusters de
piRNA. Essas moléculas precursoras sdo entdo exportadas para o citoplasma onde serdo
processadas em um piRNA intermediario que, por sua vez, é carregado nas proteinas PIWI
onde passa por diversos processos e € clivado em seu tamanho final. Na biogénese secundaria
0s piRNAs maduros funcionam como moldes para novas moléculas atraves de um processo
denominado Ciclo Ping-Pong, que funciona como um modelo de amplificacdo (Calcagno,
2017).
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No processo primario de biogénese de piRNAs, as proteinas PIWI atuam como
endonuclease desempenhando papel central nas células germinativas pos-natais, silenciando
elementos transponiveis em loci gendmicos alvo e impedindo a sua mobilizacdo, mediando
assim o silenciamento transcricional (Figura 4), que é essencial para a integridade da
linhagem germinativa, além de atuarem também no silenciamento de RNAs e regulacdo
traducional (Cox, 1998, Quiao, 2002; Ghildiyal e Zamore, 2009; Houwing et al., 2007). Apds
o carregamento do piRNA o complexo PIWI/piRNA, chamado de complexo RNA-induced
silencing complex (RISC), retorna ao nucleo para efetuar o processo de silenciamento de

transposons (Sato, 2012).
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Figura 4: Proteina PIWI e o silenciamento de transposons (Sato, 2012). A principal biogénese do
piRNA nas células foliculares do ovario: Nas células foliculares, onde geralmente Piwi é expresso,
Armi associa-se a Piwi e faz com que ela localize Yb. Yb é o principal componente dos Yb bodies. Os
piRNAs intermediérios, parcialmente processados a partir de precursores piRNA priméarios (pre-
piRNAs), sdo carregados em um complexo que compreende Armi, Piwi e Yb bodies, e séo
processados em piRNAs maduros. Zuc, uma endonuclease que funciona como um dimero e localiza-se
nas superficies de mitocondrias, é necessaria para 0 processamento primario de piRNA. Quando livre
de piRNA, a PIWI esta localizada no citoplasma. O complexo piRISC pode estar associado a outras
proteinas nucleares para formar um complexo funcional maior (um complexo efetor nuclear) para
reprimir Transposons no nucleo.
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1.3SISTEMA CRISPR-CAS9

Muitas bactérias e a maioria das archaeas evoluiram sofisticados sistemas imunes
adaptativos guiados por RNA, onde sequéncias especiais em seu genoma sdo utilizadas para
guiar uma enzima de corte de DNA, chamada Cas9, a sequéncias especificas do DNA
estranho reconhecendo-o e destruindo-o, conferindo assim, imunidade adquirida contra
infeccdo por bacteridfago e transferéncia de plasmideo (Jiang, 2017) (Figura 5).

Uma tecnologia recentemente desenvolvida foi baseada nesse sistema imune
adaptativo, conhecido como repeticdes palindrémicas curtas agrupadas regularmente em
intervalos regulares (clustered regularly interspaced short palindromic repeats - CRISPR) -
sistema de proteina associado 9 (Cas9), reaproveitando-o como uma poderosa plataforma de
direcionamento de DNA guiada por RNA para edicdo de genoma, perturbacdo no processo
transcricional e modulacédo epigenética (Riordan, 2015; Hsu, 2014; Jinek, 2012).

Nos organismos procariontes, apds a exposicdo a elementos genéticos invasores
(processo de imunizagdo), fragmentos do DNA estranho sdo integrados na matriz de
espacadores de repeticdo CRISPR dentro do cromossomo hospedeiro como novos
espacadores (Amitai, 2016), fornecendo um registro genético de infeccdo que viabiliza ao
hospedeiro a prevencdo contra este invasor em futuras infeccdes (Barrangou, 2007
Makarova, 2006). Posteriormente a esta integracdo ocorre a transcricdo da matriz CRISPR e
processamento dos transcritos precursores-CRISPR que, por meio de clivagem
endonucleolitica, produz RNAs CRISPR maduros curtos (crRNAS) (Brouns, 2008).

Na extremidade 5°, o crRNA contém um segmento curto de RNA, chamado
espacador, que complementa uma sequéncia a partir de um elemento genético estranho e a
extremidade 3’ contém uma parte da sequéncia de repeticdo CRISPR. A hibridizacdo entre o
espacador crRNA e a sequéncia alvo externa complementar (protospacer) desencadeia a
destruicdo especifica da sequéncia invasora por Cas nucleases em uma segunda infeccdo
(Garneau, 2010; Hale, 2009; Marraffini, 2008). Uma caracteristica muito importante dos
sistemas CRISPR-Cas é a juncdo de crRNAs e de proteinas Cas em complexos que
“interrogam” e destroem sequéncias correspondentes em acidos nucleicos estranhos (Jiang,
2015; Van der Oost, 2014; Wiedenheft, 2012).

A CRISPR-Cas9 pode ser usada tanto para realizar knockouts génicos permanentes
guanto para a integracdo de um gene (knock-in) permitindo assim manipular com precisdo
praticamente qualquer sequéncia gendmica especificada por um pequeno trecho de RNA guia
(Chen, 2016; Kawahara, 2016; Maeder, 2016; Travis, 2015; Charpentier, 2013) e elucidar a
funcdo do gene envolvido no desenvolvimento e na progressdo de uma patologia
(Charpentier, 2014; Doudna, 2014).
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Figura 5: Mecanismos Naturais de Sistemas CRISPR Microbiano em Imunidade Adaptativa (Hsu,
2014). Apos invasdo da célula por elementos genéticos estranhos de bacteridéfagos ou plasmideos
(etapa 1: infeccdo por fago), certas enzimas associadas a CRISPR (Cas) adquirem espacadores das
sequéncias protospacer exdgenas e as instalam no locus CRISPR dentro do genoma procariotico (etapa
2 : aquisicdo de espacador). Esses espacadores sdo segregados entre repeti¢des diretas que permitem
que o sistema CRISPR medie o reconhecimento de proprio e ndo-préprio. O arranjo CRISPR é um
transcrito de RNA néo codificante que é maturado enzimaticamente por meio de vias distintas que sdo
exclusivas para cada tipo de sistema CRISPR (etapa 3: biogénese e processamento de crRNA). Nos
tipos | e 1l CRISPR, o transcrito pré-crRNA ¢ clivado dentro das repeti¢es por ribonucleases
associadas a CRISPR, liberando multiplos crRNAs pequenos. Os intermediarios crRNA do tipo 111 sdo
ainda processados na extremidade 3’ por RNAses, ainda a ser identificados para produzir o transcrito
completamente maduro. No CRISPR tipo II, um RNA CRISPR transativado associado (tracrRNA)
hibridiza com as repeti¢des diretas, formando um duplex de RNA que é clivado e processado por
RNase Il end6égena e outras nucleases desconhecidas. CrRNAs maturados de sistemas CRISPR tipo |
e 11l sdo entdo carregados em complexos de proteina efetores para reconhecimento e degradagdo do
alvo. Nos sistemas tipo Il, os hibridos crRNA-tracrRNA complexam com Cas9 para mediar a
interferéncia. Os sistemas CRISPR do tipo | e Il usam mddulos de interferéncia multiproteina para
facilitar o reconhecimento do alvo. No CRISPR tipo I, o complexo Cascade é carregado com uma
molécula de crRNA, constituindo um complexo de vigilancia cataliticamente inerte que reconhece o
DNA alvo.
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Além disso, a tecnologia de endonuclease programavel permite examinar a0 mesmo
tempo a funcdo de mdltiplos genes em um Unico experimento (Cong, 2013), acelerando a
compreensdo de processos patologicos que envolvem grandes conjuntos de genes ou
mutacgdes, como o desenvolvimento de tumores. Utilizando bibliotecas de RNA de guia Unico
(SJRNA), é possivel identificar genes de alvo de droga ou de resisténcia, como novos
supressores tumorais ou oncogenes, assim como avaliar rapidamente os alvos farmacoldgicos
(Dominguez, 2016; Shalem, 2015). Ela também permite o silenciamento permanente do gene
alvo em uma linhagem celular estavel, criando um subtipo da linhagem ja com a modificacédo
desejada (Hsu, 2014; Jinek, 2012; Chen, 2016).

No presente trabalho, a tecnologia CRISPR-Cas9 foi empregada com o objetivo de
realizar o knockout do gene PIWIL1 em uma linhagem celular de cancer gastrico metastatico
previamente estabelecida, a fim de compreender seu papel no processo de carcinogénese
gastrica.

1.4 CANCER GASTRICO

Cancer é um termo utilizado para nomear um grupo de diferentes doencas que tém em
comum o fato de serem consequéncia do crescimento desordenado de células somaticas que
sofreram um acumulo de mudancas genéticas e epigenéticas. Essas alteracdes resultam em
caracteristicas celulares anormais, como capacidade de crescimento desordenado e de invadir
0 tecido sadio circundante, podendo ainda espalhar-se para outras regibes do corpo
(metéstase) (Knudson et al., 1985; Sadikovic et al. 2008; Patel et al. 2015).

O céncer pode ser resultante da interacdo entre fatores extrinsecos (como o tabaco,
agentes infecciosos, produtos quimicos ou radiacdes) e intrinsecos (mutacdes herdadas,
hormdnios, condi¢bes imunoldgicas e mutagdes aleatdrias), que podem agir tanto em conjunto
como em sequéncia para iniciar ou promover a carcinogénese (American Cancer Society,
2015).

Foram descritas dez alteraces (Hallmarks), essenciais na fisiologia celular,
responsaveis pelo crescimento desordenado e pelo desenvolvimento do microambiente
tumoral, que compreendem: 1) manutencdo da sinalizacdo proliferativa, 2) insensibilidade a
sinais antiproliferativos, 3) resisténcia a apoptose, 4) capacidade replicativa ilimitada, 5)
angiogénese, 6) invasdo e metastase, 7) habilidade de evasdo do sistema imune, 8)
reprogramacao do metabolismo, 9) instabilidade genémica e 10) inflamagdo promovida pelo
tumor (Figura 6; Hanahan & Weinberg, 2011).
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Figura 6: Os 10 hallmarks do cancer. (Adaptado de Hanahan & Weinberg, 2011)

O rastreamento do cancer, através do monitoramento do nimero de novos casos e de
mortes, € uma das medidas de avaliacdo do controle da doenca. As Ultimas estimativas
mostraram um aumento mundial no ndmero de casos e mortes por cancer. Em 2008, a
incidéncia e a mortalidade do céncer foram estimadas em 12,4 milhdes e 7,6 milhdes,
respectivamente (WHO, 2019a), enquanto que em 2018, estimou-se cerca de 18 milhdes de
novos casos e 9,6 milhdes de mortes por cancer no mundo (WHO, 2019b).

Dentre os diferentes tipos de cancer, o cancer gastrico (CG), CID-1° C16, teve a
estimativa da ocorréncia de cerca de 1,03 milhdes de casos novos (5,7% do total) e 781.631
(8.2%) de mortes para 0 ano de 2018, configurando-se como o sexto tipo mais comum e a
quinta maior causa de mortalidade por cancer no mundo (WHO, 2019b).

No Brasil a incidéncia ocorre em sua maioria em homens, por volta dos 70 anos. Cerca
de 65% dos pacientes diagnosticados com cancer de estbmago tém mais de 50 anos (INCA,
2018). Esses tumores aparecem em quarto lugar na incidéncia entre homens, com 13.540
casos novos (6,3%), e em sexto entre as mulheres, com 7.750 casos novos (3,8%) no ano de
2018 (INCA, 2018). No estado do Pard, a incidéncia de CG apresenta-se ainda mais elevada,
ocupando a segunda maior entre 0os homens e a quarta entre as mulheres. Para o0 ano de 2018,

estimou-se 740 novos casos no estado e 260 na capital, Belém (INCA, 2018).
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Figura 7: Esquema ilustrando quantitativamente os casos de cancer gastrico (Acervo proprio, 2019)

A previsdo mundial para 2025 indica haver probabilidade de decréscimos anuais para
a incidéncia de cancer de estdmago, assim como para a mortalidade, como ja vem sendo
observado nas ultimas décadas. A queda na taxa de incidéncia se deve provavelmente a
melhora na conservacao dos alimentos em refrigeracdo, e decréscimo do sal como forma de
conservacao; acesso da populacdo a saneamento basico, melhoria do padrdo alimentar, com
ingestdo mais frequente de legumes, frutas e verduras frescas e restricdo de sal, além do
declinio do uso de tabaco (INCA, 2018; Jemal et al., 2011).

Apesar dessa queda na incidéncia dessa doenca ao longo das ultimas décadas, o0 CG
ainda se mantém como a quinta malignidade mais comum (WHO, 2019c), provavelmente
devido ao fato de ser frequentemente assintomatico ou com sintomas inespecificos nos seus
estagios iniciais, sendo essa uma das maiores razbes do diagndstico tardio e
consequentemente mal progndstico (Wadhwa et al., 2013).

O CG é uma doenga altamente incidente em grupos de individuos de baixa renda e é
frequentemente associado ao baixo nivel socioecondmico através de dados educacionais e de
renda familiar (Arregi et al., 2009), se tornando um grave problema de saude publica devido
ao seu numero elevado de casos (Piazuelo et al., 2013).

A dieta é um fator extrinseco de grande influéncia na carcinogénese gastrica,
destacando o uso excessivo de sal, de comidas contendo o composto N-nitroso e a baixa

ingestdo de ferro (Cover, 2013), além do tabagismo e da infec¢do pela bactéria Helicobacter
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pylori, considerada o principal fator de risco etioldgico para o desenvolvimento de céncer
géastrico (Azarhoush et al., 2008; MARTEL et al., 2009; Martel et al., 2013).

Atualmente, a resseccdo do tumor primario com linfadenectomia ainda é o principal
tratamento cirlrgico para o cancer gastrico; no entanto, a maioria dos casos de cancer gastrico
é diagnosticada no estagio avangado, ja que os sintomas da doenga em estagio inicial séo
muitas vezes incipientes. (Dikken et al., 2012; Takahashi et al., 2013; Marano, 2016). Em
paises da Europa e nos Estados Unidos, mais de dois tercos dos casos de cancer gastrico sdo
geralmente diagnosticados em estagios avancados com uma doenca ressecavel localmente
avancada, ndo sendo recomendado a ressec¢cdo como rotina devido a custo de ineficacia.
Como resultado, nesses paises se observa uma taxa de sobrevivéncia de 5 anos de apenas
cerca de 25% (Karimi, 2014; Kunz, 2012).

A gravidade dessa doenca e o fato de alguns pacientes desenvolverem recidiva da
doenca logo apds a cirurgia apresentando metastase a distancia (principal causa de morte entre
0s pacientes com GC) (Schwarz, 2015), mostram a necessidade da exploragdo dos
mecanismos moleculares por tras da carcinogénese e metastase gastrica. E necessario
modificar o cenario atual, atraves da reducdo da taxa de mortalidade, bem como contribuindo
para a melhora do prognostico do paciente e para isso se faz necessario da elucidagdo de

mecanismos e genes envolvidos.

1.4.1GENE PIWIL1 E O CANCER GASTRICO

Wang et al. (2012) mostraram que a expressdo de PIWIL1 no tecido do cancer
gastrico foi significativamente maior do que no tecido adjacente ao tumor. Eles também
demonstraram que pacientes com uma menor expressao de PIWIL1 apresentaram uma taxa de
sobrevida global significativamente maior em comparacdo com pacientes com niveis de
expressao mais altos. Além disso, a taxa de sobrevida em 5 anos de pacientes com maior nivel
de expressao de PIWILL1 foi significativamente menor (36,5% vs 67,6%).

Liu et al. (2006) relataram que a expressdo de HIWI aumenta progressivamente
durante o desenvolvimento do cancer. A taxa de expressdo em tecidos gastricos normais,
gastrite atrofica, metaplasia intestinal e cancer gastrico variou de 10% para 76%. Para
investigar ainda mais as fungdes potenciais do gene HIWI, Liu et al. (2006) também
silenciaram o gene por RNA de interferéncia e observaram que a supressao desse gene inibiu

o crescimento de células de cancer gastrico e induziu parada em G2/M.
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Gao et al. (2018) observaram que o padréo de expressdo do PIWIL1 teve correlagéos
com o grau de diferenciacdo do tumor, profundidade de invasdo, estado linfonodal e estagio
TNM. Embora informacdes relevantes sobre o possivel papel de PIWIL1 na carcinogénese do
cancer gastrico sejam fornecidas pela literatura atual, os mecanismos moleculares exatos

envolvidos nesse processo carcinogénico permanecem obscuros.

1.5 TRANSICAO EPTELIO MESENQUIMAL

Transigdo Epitélio-Mesenquimal (TEM) é o processo pelo qual uma célula epitelial,
passa por alteracbes bioquimicas que a permitem assumir um fendtipo celular mesenquimal
(Kalluri & Neilson, 2003). Além de ser um processo fisioldgico essencial para o
desenvolvimento e cicatrizacdo de feridas também contribui patologicamente para a fibrose
e progressédo do cancer (Lamouille, 2014).

A TEM se inicia pela dissociacdo das juncdes célula-célula e perda da polaridade
apical-basal das células epteliais. Tais células reorganizam seu citoesqueleto, sofrem
mudangas nos seus programas de sinalizacdo e expressdo génica permitindo-as estabelecer
caracteristicas necessarias para a migracdo e aumento da motilidade, caracteristicas essas
que permitem o desenvolvimento de um fendtipo invasivo com maior capacidade
migratoria, elevada resisténcia a apoptose e aumento da producdo de componentes da matriz
extra celular (Thiery & Sleeman, 2006; Thiery, 2009).

Uma caracetristica marcante da TEM é a mudanca de expressdo da E-caderina,
glicoproteina membranar que desempenha um papel crucial na adesao célula-célula, levando
a desestabilizacdo das juncdes de adesdo (Huang, 2012), assim como de de seus fatores de
transcricdo como Snail, Snug e Twist. Essas mudangas na expressdo génica impedem a
formacéo de novas jungdes célula-célula, resultando na perda da funcéo de barreira epitelial
(Peinado, 2007). O desfecho do processo de TEM ¢é a degradagdo da membrana basal
subjacente e a formacdo de uma célula mesenquimal que pode migrar da camada epitelial
em que se originou para o0s tecidos subjacentes, fazendo desse mecanismo de grande

interesse devido ao seu importante papel no cancer (Yanjia e Xinchun, 2007).
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1.6 LINHAGENS CELULARES

O estabelecimento e caracterizacao de linhagens celulares de cancer gastrico tem sido
usado para obter informacdes sobre a evolucdo da malignidade, uma vez que estas podem
refletir a diversidade de fendtipos tumorais, fornecendo modelos bioldgicos Uteis para o
estudo de neoplasias (Ribeiro et al., 2010). Vale ressaltar que a maioria das linhagens
gastricas foram estabelecidas em paises Asiaticos, por apresentar alta prevaléncia da doenca;
em contrapartida, em paises ocidentais existem poucas linhagens gastricas disponiveis para
modelos de estudos (Lima et al., 2004).

A linhagem utilizada nesse trabalho foi estabelecida e caracterizada pelo nosso grupo
de pesquisa, a linhagem AGPO01 (Ascite Gastrica Paraense 01), oriunda de fluido ascitico de
um paciente do Estado do Pard, sendo obtida de amostras de ascite carcinomatosa de
adenocarcinoma gastrico (Leal et al., 2009). O tumor, do tipo intestinal, ocupava as regifes do
corpo e do antro e possuia estadiamento T3N2M1 (Classificacdo detalhada nas Tabelas
Suplementares 2 e 3).

A cultura celular da linhagem AGPO01, ja caracterizada citogeneticamente, possuli
crescimento desorganizado, com aglomeracdes e divisdes heterogéneas (bipolar e multipolar),
que contribuem para instabilidade cromossomica (LEAL et al., 2009). A linhagem celular
AGPO1 foi eleita para o desenvolvimento do presente trabalho por proporcionar um excelente
modelo para o estudo do cancer gastrico, visto que explora o subtipo histologico intestinal e a

presenca de metastase.
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2. APLICABILIDADE CLINICA

A CRISPR-Cas9 é uma tecnologia que permite manipular com precisdo praticamente
qualquer sequéncia gendmica especificada por um pequeno trecho de RNA guia (Chen, 2016;
Kawahara, 2016; Maeder, 2016; Travis, 2015; Charpentier, 2013), permitindo a elucidagéo da
funcdo do gene envolvido no desenvolvimento e progressao da doenca, correcdo de mutacdes
causadoras de doenca, e inativacdo de oncogenes ativados ou ativacdo de genes supressores
de tumor desativados (Charpentier, 2014; Doudna, 2014; Hsu, 2014; Wang, 2016).

O dominio desta tecnologia possibilita elucidar como as células cancerosas estdo
conectadas e como funcionam as redes reguladoras formadas por genes mutados anormais,
gue muitas vezes, sdo mais importantes do que o gene alvo em si, permitindo encontrar novos
alvos para a terapias, entender os mecanismos de resisténcia aos medicamentos e ajudar no
desenvolvimento de tratamentos de segunda linha mais especificos, potencializando a
medicina personalizada e direcionada.

O estabelecimento da linhagem AGP01 com knockout do gene PIWL1 possibilita
dissecar mecanismos de tumorigénese e compreender mecanismos moleculares que sublinham
0 processo proliferativo, permitindo o estudo de modelos experimentais em que as vias
celulares alteradas podem indicar terapias alvo reproduzidas e novas podem ser
implementadas contribuindo para o desenvolvimento, progressdo, caracterizacdo e

modelagem de novas estratégias terapéuticas.
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3. OBJETIVOS
3.10BJETIVO GERAL

Investigar mecanismos pelos quais a proteina PIWIL1 confere vantagens as células de
cancer gastrico.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Caracterizacdo cariotipica e avaliacdo de viabilidade do modelo celular AGP01

- Estabelecer knockout do gene PIWIL1 na linhagem de cancer gastrico AGP01

- Comparar as capacidades de migragdo das linhagens AGPO1 e AGPO1/PIWIL1
knockout

- Comparar as capacidades de invasdo das linhagens AGP01 e AGPO01/PIWIL1
knockout

- Comparar a expressdo de mRNA das linhagens AGPO1 e AGPO1/PIWIL1 knockout
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4 MATERIAL E METODOS

Os experimentos realizados nesse trabalho foram realizados de acordo com o

fluxograma abaixo:

|
SEQUENCIAMENTO
|

AGP01
PIWIL1 knockout

CRISPR - Cas9

SEQUENCIAMENTO

EXPRESSAO POR

MICROARRAY
- EXPRESSAO POR
MIGRACAO MICROARRAY

MIGRACAO

4.1 CULTIVO CELULAR

A linhagem celular de adenocarcinoma géastrico humano AGPO1 foi cultivada em
garrafas de cultura apropriadas contendo DMEM/F-12 (Dulbecco's Modified Eagle
Medium/Nutrient Mixture F-12), suplementadas com 10% de soro bovino fetal (SBF) e com
1% dos antibidticos estreptomicina e penicilina. As garrafas com as células foram mantidas
em estufa com atmosfera controlada de 5% de CO2 a 37°, tendo sua confluéncia avaliada em
microscopio invertido e meio trocado sempre que os nutrientes foram consumidos.

A linhagem celular foi testada e autenticada por citogenética convencional (Leal,
2009) e, recentemente, foi testada por hibridizacdo in situ com fluorescéncia multicolor
(FISH), tais resultados sdo apresentados neste trabalho.
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4.2 M-FISH

O 24-color-FISH, utilizado simultaneamente como modelo de producdo cromossémica
total (WCP), foi feito como relatado previamente (Liehr, 2002; Liehr, 2017). Um total de 20
metafases foi analisado, utilizando um microscopio de fluorescéncia (Axio Imager Z1 mot;
Carl Zeiss AG), conduzido com o auxilio de um sistema de filtragem para a discriminacao
entre os cinco fluorocromos e o contra-contraste DAPI; sendo o ultimo utilizado para induzir
um padrdo de bandas semelhante ao bandeamento GTG (G-bands by Trypsin using Giemsa).
A captura e execucdo das imagens foram realizadas utilizando o sistema de imagem do ISIS
(MetaSystems).

A técnica de citogenética molecular M-FISH se baseia na pintura de cada um dos
cromossomos humanos simultaneamente usando sondas de pintura cromossémica de
coloragdes diferentes para cromossomos inteiros. 5 fluorocromos (Spectrum green, Spectrum
Orange, Texas Red, Cy5 e DEAC) diferentes foram utilizados para combinar as 24 cores
especificas necessarias para a pintura de todos os cromossomos, excluindo-se a contra-

coloragéo por DAPI, de acordo com a Figura 8.
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Figura 8: Esquema demonstrando a colorac¢do cromossémica no M-FISH
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As imagens sdo adquiridas por meio de uma camera CCD (charge-coupled device)
ligada a um computador com anélise de imagens e com um software especifico para analise
dessas imagens. Essa analise por computador € necessaria, pois pelo menos um dos
fluorocromos utilizados € invisivel ao olho humano. E utilizado um conjunto especifico com 6
filtros, de acordo com os fluorocromos que foram utilizados para a pintura das sondas.

O M-FISH é utilizado, em genética clinica, para confirmagdo, refinamento e/ou
caracterizacdo de translocacOes, para a procura por rearranjos criticos e para a caracterizacao
de cromossomos marcadores. Em citogenética do cancer, cariotipos e Cromossomos
marcadores de leucemias, linfomas, tumores solidos e linhagens celulares podem ser
estudados; além de também poder ser utilizado para anélises interfasicas. A sonda utilizada
foi fabricada e obtida no/do Laboratorio de Citogenética Molecular, do Instituto de Genética
Humana, Jena, Alemanha e executada de acordo com seu protocolo.

Um esquema ilustrativo sobre a técnica é demonstrado na Figura 9. Resumidamente, o
DNA alvo (cinza claro) € fixado na superficie de uma lamina e desnaturado. Em paralelo, a
sonda de DNA (preta) tem que ser marcada com um fluorocromo ou/e um hapteno néo-
fluorescente, desnaturado e pré-hibridizado com DNA repetitivo ndo marcado (cinza escuro).
Entdo a sonda de DNA € colocada junto com o DNA alvo e hibridizada. Procedimentos de
pos-lavagem removem fitas simples de DNA ndo marcadas, bem como ligacbes de DNA
inespecificas. Quando um hapteno ndo-fluorescente é utilizado, ele tem que ser detectado por
um anti-hapteno fluorescente. Apds a detec¢do, lavagens e aplicacdo de solucdo antifade com

DAPI, o M-FISH é finalizado e a lamina esta pronta para ser analisada ao microscopio.
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Figura 9: Esquema explicativo da técnica de M-FISH.

4.3 KNOCKOUT DE PIWIL1 UTILIZANDO O SISTEMA CRISPR-CAS9

Foi semeada em uma placa de 96 pocos uma concentragao de 1x10* de células AGPO1
por poco em meio DMEM-F12 sem antibidtico e sem antifungico e mantida em estufa durante
24h para adesdo. Subsequentemente, a transfeccdo foi realizada com meio sem antibidtico e
sem antifangico utilizando CR-0046-03-005 (sistema CRISPR-Cas9, Dharmacon GE Life
Sciences) durante 48h. Para o procedimento de transfeccdo primeiramente foi preparada uma
solugédo contendo 1 ul de RNAs CRISPR (crRNASs) misturada com o pequeno RNA trans-
ativador (tracrRNA) 2 ul de Cas9 e 7 ul de meio sem soro, sem antibidtico e sem antiflngico
(para cada poco). Em outro tubo, foram adicionados 0,4 uL. de DharmafecDUO e 9,6 uL de
meio DMEM-F12 sem soro, sem antibiotico e sem antifungico (para cada poco).

As solugdes foram entdo incubadas durante 5 minutos a temperatura ambiente antes de
serem combinadas. Ap6s a combinagdo, a solugdo foi incubada por 20 minutos em
temperatura ambiente e por fim foram adicionados 80 puL de meio DMEM-F12 /10% de SBF
sem antibiotico e sem antifungico por poco. Ao final da transfeccéo, todo o conteudo (de cada
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poco) foi transferido para uma placa de 24 pogos contendo meio DMEM-F12/SBF a 10% e
penicilina-streptomicina a 1%.

Apods 24h, as amostras foram tratadas com 6 pg/mL de puromicina por 72 h para
selecionar os clones resistentes. Em seguida, foram plagqueadas 40 células por po¢co em uma
placa de 6 pogos para isolar os clones pelo método do papel de filtro. Este método consiste em
utilizar um pedaco de papel filtro cortado e autoclavado para que, apds ser embebido em
tripsina, possa ser posicionado acima de uma unica colénia de células que tenha crescido de
uma célula isolada, permitindo a coleta desse clone. Posteriormente, cada clone cresceu em
um poco separado em uma placa de 6 pogos, para que pudesse atingir a confluéncia necessaria
para realizar a extragdo e sequenciamento do DNA.

4.4 SEQUENCIAMENTO

O DNA das células da linhagem AGPO1 foi extraido utilizando o kit Wizard® Genomic
DNA Purification Kit (Promega Corporation) de acordo com as instrucfes do fabricante. Para
a analise do segmento de interesse, foi empregada a técnica de PCR (Reacdo em Cadeia da
Polimerase ou Polymerase Chain Reaction) que utilizou iniciadores (primers) especificos,
construidos com o auxilio do programa online Primer3, que visam a regido de ligacdo do
RNA (Tabela 2 Sistemas de primers, com suas sequéncias forward (F) e reverse (R), os tamanhos
dos ampliconsTabela 2). Para o desenho dos primers do gene foram utilizados contigs
especificos do genoma referéncia para a espécie Homo sapiens, descritas no banco de dados
NCBI. Os primers para o estudo do gene foram desenhados visando a regido de ligacdo dos

crRNAs comprados.

Tabela 2 Sistemas de primers, com suas sequéncias forward (F) e reverse (R), os tamanhos dos amplicons

Regiédo Iniciador Temp.(°C) Amplicon

F- TGATTAGCTGTGTGGCTGAAA
Exon 15 59 °C 571 pb
R- CAATGAAGGGATGACCCG
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As quantidades dos reagentes utilizados na PCR para um volume final de 12 pL foram
as seguintes: 6,25 uL de H20 sem nuclease, 0,5 uLL de primer forward (10 ng / uL), 0,5 uL de
primer reverse (ng/ul) , 4,25 uL de GoTaq Colorless Master Mix 2X (Promega Corporation)
e 1 uL de DNA (10 ng / puL). As condi¢des foram de 1 ciclo a 95 ° C por 3 min para
desnaturacéo inicial seguido por 35 ciclos consistindo de desnaturagcdo a 94 ° C por 2 min,
anelamento de primer a 59 ° C para 1 min e extensdo a 70 ° C por 2 min, terminando com 1
ciclo a 70 ° C para uma extensao final por 30 min. Apos a PCR, os produtos da reacdo foram
aplicados em gel de agarose 1,5% e submetidos a eletroforese (100V), permitindo a
visualizacdo das bandas do material genético.

Na etapa seguinte, de sequenciamento direto do produto do PCR, as quantidades dos
reagentes utilizados para um volume final de 20 pL foram as seguintes: 15 pL de 4gua sem
nuclease, 0,5 pL de iniciador ou reverso (10 ng/uL), 0,5 uL. de Big Dye, 3 pL de Save Money
e 1 uL da reag@o de PCR. Para essa reagdo, foi utilizado o kit ABI PRISM Big Dye Terminator
3.1 Cycle Sequencing (Applied Biosystems).

A reacdo de sequenciamento foi realizada com as seguintes condicGes de
termociclagem de 25 ciclos: desnaturacdo a 96 ° C por 50 s, anelamento de primer a 59 ° C
por 1 min e extensdo a 60 ° C por 4 min, terminando com 1 ciclo a 4 ° C por 5 min. Apds este
procedimento, foi realizado um passo de precipitacdo para purificar o produto da reacdo antes
de dar continuidade a andlise. Para esta etapa, as amostras foram lavadas com isopropanol a
70% e etanol a 70%. Posteriormente, foi realizada a leitura do sequenciamento utilizando o
sequenciador automatico ABI Prism 3500 (Applied Biosystems).

A metodologia utilizada foi baseada na sintese bioquimica da cadeia de DNA, pelo
método de Sanger, tendo sido utilizado o polimero POP7 (Applied Biosystem). As sequéncias
nucleotidicas produzidas foram diretamente editadas no programa Sequencing analysis versao
5.2 (Applied Biosystem) em computador Dell, acoplado ao sequenciador ABI prism 3130 DNA

Sequencer.

4.4.1 ANALISE DOS RESULTADOS DO SEQUENCIAMENTO

A sequéncia de referéncia para o exon 15 no gene PIWIL1 foi obtida a partir do banco
de dados encontrado no site do Centro Nacional de Informagdo Biotecnoldgica (National
Center for Biotechnology Information - NCBI) e comparada com a sequéncia de DNA da

linhagem celular modificada, bem como com o controle negativo (linhagem celular sem o



33

knockout do gene PIWIL1). Para inferir o efeito de mudancas na sintese de proteinas,

aplicamos o Gene Runner v. 3.01 (Hastings software Inc.; http://www.generunner.com).

4.5 ENSAIO DE MIGRACAO (SCRATCH ou WOUDEN HEALING ASSAY)

As células foram cultivadas em placas de 12 pogos numa densidade de 2x10°
células/poco da linhagem AGPOL1 original e da linhagem AGP01 com nocaute e mantidas por
24 horas na estufa com atmosfera de 5% de CO2 a 37°C para a aderéncia. Apos esse periodo
foi feito o “arranh@o” com uma ponteira de 10 pL no centro de cada pogo (apds o arranhdo, o
meio foi retirado para eliminar as células soltas, foi feita uma lavagem com PBS 1x e foi
acrescentado DMEM com Soro Bovino Fetal).

O comportamento das células foi observado e fotografado no mesmo local no tempo 0
(logo apds fazer o risco) e nos tempos 6h, 12h e 24h. O tempo de 24 horas foi embasado no
tempo de duplicagdo dessas células, uma vez que a migracdo deve ser avaliada antes das
células sofrerem duplicacdo, demonstrando que o deslocamento ocorreu devido a migracao
das células que foram inicialmente plaqueadas e ndo devido a proliferacdo celular. Todos os
experimentos foram feitos em triplicata e baseados na metodologia Vicente-Manzanares e
Horwitz, 2011.

45.1 ANALISE DOS DADOS

As areas dos arranhdes ap6s o tratamento nos diferentes tempos foram quantificadas no
programa Image J. Os foram dados analisados a partir da média e do erro padrdo de trés
experimentos independentes. Para verificar a ocorréncia de diferenca significativa entre o
controle e o tratamento nos diferentes tempos, os dados foram comparados por analise de
variancia (ANOVA) seguida por Teste de Bonferroni (0=0,05).

4.6 ENSAIO DE INVASAO (BOYDEN CHAMBER ASSAY)

Para o ensaio de invasdo, foram utilizados insertos de Boyden com camara superior
contendo membrana de policabornato com inserc@es de filtro (poros 8 um, BD Bioscineces)
onde foi adicionado matrigel (Sigma-Aldrich) e deixado para polimerizagéo overnight. Foram
semeadas na camara superior células na concentracio de 2x10°/poco em 1 mL de DMEM

(Thermo Fisher Scientific™) sem Soro Bovino Fetal. Na cdmara inferior foi adicionado
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DMEM com 10% de Soro Bovino Fetal, que funciona como quimioatraente para as células

presentes na cAmara superior.

4.6.1 ANALISE DOS DADOS

As células remanescentes acima da membrana de insercdo foram removidas por
raspagem com um cotonete estéril. As células na parte inferior do filtro foram fixadas com
paraformaldeido 4% e coradas com corante Giemsa. As células foram entdo fotografadas e
analisadas utilizando um microscopio de luz e contadas em campos Opticos. Todos 0s

experimentos foram feitos em triplicata e analisados através de Teste t.

4.7 EXTRACAO DE RNA TOTAL

A extracdo de RNA total foi realizada utilizando o kit de sistema de isolamento de
RNA total da Promega, de acordo com as especificacdes do fabricante. Ambas as linhagens,
AGPO01 e AGP0O1 PIWIL1 knockout foram preparadas para extracdo de mRNA. As amostras
foram lisadas com tampdo de lise contendo beta-mercaptoetanol e depois diluidas em tampéo
de diluicdo de RNA. As amostras foram entdo centrifugadas por 10 minutos na velocidade
maxima. Em seguida, adicionou-se etanol a 95% para assegurar condi¢fes adequadas de
ligacdo a membrana.

As amostras foram entdo transferidas para colunas centrifugas onde o RNA poderia se
ligar & membrana da coluna, facilitando a lavagem para eliminar possiveis contaminantes,
bem como favorecendo a extracdo de alta qualidade do RNA total.

No final do procedimento, o RNA foi diluido em 60 pl de &gua livre de nuclease. O
RNA total foi quantificado usando um espectrofotdmetro Nanodrop ND-1000 UV-VIS verséao
3.2.1 (Nanodrop Technologies). A qualidade do RNA também foi avaliada pela anélise da
relacdo A260/A280 de acordo com as especificacbes do fabricante. O RNA purificado foi

armazenado a -80°C para 0 ensaio de expressao por microarray.

4.8 ENSAIO DE EXPRESSAO POR MICROARRAY

Para o ensaio de microarray, utilizou-se um kit de andlise de expressdo génica baseado

em microarray de uma cor (Agilent Technologies) de acordo com o protocolo fornecido pelo
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fabricante. O perfil de expressdo génica foi avaliado em ambas as linhagens celulares (AGP01
com e sem knockout do PIWIL1).

O RNA total obtido durante a fase de extracdo foi utilizado como molde para a sintese
da primeira fita de cDNA por transcricdo reversa usando a RNA polimerase T7. A sintese da
segunda cadeia de cDNA foi utilizada como molde para a reagéo de transcrigdo in vitro para a
producdo de cRNA. O cRNA foi entdo incorporado ao fluorocromo 3-cianina (Cy-3) usando o
kit Low Input Quick Amp Labeling (Agilent Technologies) de acordo com o protocolo
fornecido pelo fabricante. Posteriormente, o processo de purificacdo do cRNA foi realizado.

O cRNA foi quantificado por um espectrofotometro (pmol/L), através do qual foi
possivel analisar a razao de absorbancia (260 nm/280 nm) e a concentragdo de cRNA (ng/uL)
em cada amostra. Apds este procedimento a hibridizacdo foi realizada por 17 h em uma
camara de hibridizacdo a 65 ° C a 10 rpm. Apods esse periodo, a lamina foi lavada e
imediatamente digitalizada no sistema Agilent G4900DA SureScan Microarray.

A configuracdo a seguir foi usada para digitalizar os slides de microarray para uma
cor: regido de varredura de 61 mm X 21,6 mm, resolu¢do de varredura de 5 um, canal de
corante verde. Em seguida, as imagens foram obtidas por meio do software Feature
Extraction v10.10, e os dados foram analisados com o0s programas GeneSpring GX 9.0 e
IPathwayguide (Advaita Bioinformatics Company, Plymouth, MI, Estados Unidos). A
identificacdo genética seguiu um critério de restricdo com um fold change > 2.

4.9 EXPRESSAO DIFERENCIAL E ANALISE DE ENRIQUECIMENTO DE VIAS

Para identificar mRNAs Diferencialmente Expressos (DE), comparamos os perfis de
expressao das sondas antes e apds o knockout do PIWIL1. Sondas com uma média de fold-
change < 0,5 e uma média de fold-change > 2 [Log2 (fold-change) | > 1] foram selecionados
para analise diferencial. O teste t de Student foi realizado em 1222 sondas selecionadas, o
ajuste por taxa de falsa de descoberta (FDR; Benjamini, 1995) foi realizado e 0s genes com

um valor de p ajustado <0,05 foram marcados como DE.

Para o Volcano Plot, o fold change e o valor P de todas as sondas foram usados, e as
sondas foram marcadas como DE seguindo os critérios anteriores. O enriquecimento de vias
do Gene Ontology (GO) foi realizado usando as bibliotecas org.Hs.eg.db (Carlson, 2017) e
Gostats (Falcon, 2007). Todas as analises graficas e estatisticas foram realizadas na

plataforma R (R Core Team, 2017, Viena, Austria; https: // http: //www.r-project.org/).
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5 RESULTADOS

Os resultados apresentados abaixo estdo descritos no artigo, ja publicado, “Piwi like
RNA-mediated gene silencing 1 gene as a possible major player in gastric cancer.” (DOI:

10.3748/wjg.v24.i47.5338), que consta na sessdo de anexos no fim deste trabalho.

5.1 FISH DE 24 CORES USANDO SONDAS WCP HUMANAS

O FISH de 24 cores usando todas as sondas WCP humanas revelou na linhagem

celular AGP01 um cari6tipo bastante complexo, como segue (Figura 10):

63,XX,inv(1)(p12g43), der(1)(1pter->1p12::1943->1p12::9p12->9pter),
+der(1)t(1;12)(921;q12), +del(1)(p12),+del(2)(p12), +der(2)t(2;8)(p12;q11.2),
inv(3)(p21g13)x2, +inv(3)(p21q13), +der(3)t(3;5)(p14;913), t(4;14)(p12;911.2),
dic(4;12)(p15;q12), +der(4)t(2;4)(p ou ?;912), del(5)(p13)x2, +der(5)x2,del(6)(ql2)x2,
+del(6)(p21), inv(7)(p12;q11.2), der(7), der(9)t(9;acro)(p21;p12), der(9)t(6;9)(p12;p12),
t(13;13)(p10), der(15)(:913->p11::p11->qter),-15, der(16)t(X;16)(q or p?;q23),
+der(16)t(12;16)(q12;q923), 21p+,t(22;22)(p10)

4

(1]213]4 B 6 hj 8 9 fopai2]13 16]17]

Figura 10: Linhagem celular AGP01 multicolor-FISH mostrando vérias alteragbes cromossdmicas,

incluindo a monossomia do cromossomo 12, onde esta localizado o gene PIWIL1.
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A partir da analise, foi verificado que o Unico cromossomo 12 (onde esta localizado o
gene PIWIL1) permanece intacto, sem translocacdes ou cromossomos derivados (Figura 10).

5.2 KNOCKOUT DO GENE PIWIL1 UTILIZANDO O SISTEMA CRISPR-CAS9

O knockout do gene PIWIL1 foi bem-sucedido, conforme determinado pelo
sequenciamento de Sanger. Este ultimo revelou uma insercdo de 7 adeninas na sequéncia do
gene PIWIL1 (Figura 11) que causou uma mutacdo do tipo frameshift (mudanga na matriz de
leitura) que compromete a sintese proteica.

E importante notar que a monossomia do cromossomo 12 corrobora o resultado do
sequenciamento, uma vez que a sequéncia de insercdo de 7 pb foi observada em hemizigose,
além de ter mostrado o modelo celular AGPO1 como uma excelente escolha, ja que o aumento
do ndmero de cdpias do gene pode estar ligado com a ndo funcionalidade da tecnologia
CRISPR.

NEGATIVE CONTROL
Coordinates )
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1000
00 =
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400
200
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Figura 11: Eletroferogramas comparando sequéncias da linhagem AGP01 com e sem o0 uso da
tecnologia CRISPR-Cas9. Pode-se observar a inser¢do de sete adeninas na sequéncia do gene PIWIL1
apos o uso do sistema CRISPR-Cas9 (B) em comparacdo com a sequéncia de referéncia do controle
negativo (A).

A andlise do efeito de mudancas na sintese da proteina codificada indicou um codon
de parada prematuro (Figura 12) sugerindo que essa insercdo gera uma proteina truncada
consistindo de 573 aminoacidos (o tipo selvagem contém 861) com um fenétipo de perda de
funcdo, o que significa que o knockout foi eficiente. Notavelmente, a linhagem
AGPO1/PIWIL1 knockout permaneceu viavel apds o experimento utilizando o sistema
CRISPR-Cas9.



1 YWAYGVQTRG RRPGGGVHPP
61 LRGSRWGCWP RAEVQGPGLG

121 GYIQPRPQPP PAEGELFGRG

181 VNTRQNLDHV KESKTGSSGI

861 aa 241 FQHEDLIGKC HAFDGTILFL
. 301 FYNIIFRRLL KIMNLQQIGR

3591 nucleotides 361 HKVLRSETVL DFMFNFYHQT
1196 aminoacids 421 TFKKADGSEV SFLEYYRKQY
481 GLTDKMRNDF NVMKDLAVHT

541 SFSGRILQTE KIHQGGKTFD

601 LIQNLFKVTP AMGMQMRKAI

661 IKKYLCTDCP TPSQCVVART

721 IDCYHDHTAG RRSIAGFVAS

781 EYMPSRIIVY RDGVGDGQLK

841 QSGGRLQNPL PGTVIDVEVT

901 LTYKLCHIYY NWPGVIRVPA

961 FLFEMTLGFF BAFIYFFFNC

1021 CFSHIFCEHF FVYFEERWIR

1081 DTCFEFKGDK RRKVGCSLQP

1141 KKNIENFAIV QRNILRLFNK

GKRAPVARCP
RGQRSKKAKT
RQRGTAGGTA
IVRLSTNHFR
PKRLQQKVTE
NYYNPNDPID
EEHKFQEQVS
NQEITDLKQP
RLTPEQRQRE
YNPQFADWSK
MIEVDDRTEA
LGKQQTVMAI
INEGHTRWFS
TLVNYEVPQF
RPEWYDFFIV
PCQYAHKLAF
YLSGENLGRG
YLVVANRLSE
EVGFQLISHR
KGHEXISILT

RVPGSLGNPA PKARWARAEG
HTGRARARAR GRARGQETAQ
KSQGLQISAG FQELSLAERG
LTSRPQWALY QYHIDYNPLH
VFSKTRNGED VRITITLTNE
IPSHRLVIWP GFTTSILQYE
KELIGLVVLT KYNNKTYRVD
VLVSQPKRRR GPGGTLPGPA
VGRLIDYIHK NDNVQRELRD
ETRGAPLISV KPLDNWLLIY
YLRVLQQKVT ADTQIVVCLL
ATKIALQMNC KMGGELWRVD
LVDGLKVCLQ
LDCLKSIGRG YNPRLTVIVV
SQAVRSGSVS PTHYNVIYDN

RCIFQDRGQE

LVGQSIHREP

LGDLAFYFEH CYSPASLFYT
SIENVFGDLL KRTFRSEQVL
| RYRRKYARFL
LLFILFWNWD |1LFVIK§N!'

EKVLLYNLYT

Wild-type PIWIL1 protein sequence

1 YWAYGVQTRG RRPGGGVHPP
61 LRGSRWGCWP RAEVQGPGLG

121 GYIQPRPQPP PAEGELFGRG

181 VNTRQNLDHV KESKTGSSGI

573 aa 241 FQHEDLIGKC HAFDGTILFL
3598 nucleotides 301 FYNIIFRRLL KIMNLQQIGR
. . 361 HKVLRSETVL DFMFNFYHQT

1199 aminoacids > TrkKADGSEV SFLEYYRKQY
481 GLTDKMRNDF NVHKDLAVHT

541 SFSGRILQTE KIHQGGKTFD

601 LIQNLFKVTP AMGHMQMRKAI

premature 861 RCYAKIPVYR LPYPKSVCGG

721 RWARLLP¥HD SWAEVNRRIC

stop codon 787 | Q*VHAQPDH RVPRWRRRRP

841 FCSVWRKTSE STSWNSY¥CR

901 TALDLQAVPH LLQLARCHSC

961 SRFSFENDFG IFLSFYLLFF

1021 IFLFLIDIL¥ AFFCLFXRNV

1081 FLRYLFXI¥R R¥EAXSRHLT

1141 WE¥KKH*KFL NCPKKHFKTL

GKRAPVARCP
RGQRSKK¥KT

RVPGSLGNPA
MTGRARARAR

RQRGTAGGTA KSQGLQISAG

IVRLSTNHFR
PKRLQQKVTE
NYYNPNDPID
EEHKFQEQVS
NQEITDLKQP
RLTPEQRQRE
YNPQFADWSK

LTSRPQWALY
VFSKTRNGED
IPSHRLVIWP
KELIGLVVLT
VLVSQPKRRR
VGRLIDYIHK
ETRGAPLISV

MIEVDDRTEA YLRVLQQKVT

PNLRQTANCH
CQHQXRDDPL

GHCYKDCPTD
VLTLHISGER

AENTGELRSA TVFGLSKIHW

GYQTRMVELF

YREPGCEKW¥

SCSLPVRPQA GFSCWPEYSQ
*LLSFWHKLG KGIRRSSILF
DKILGSIKQT L¥EYLKCVWR

TTIGGVSAHI

LKIKGTII¥P

¥QKRPXVNLY INITIYFVLE

PKARWARAEG
GRARGQETAQ
FQELSLAERG
QYHIDYNPLH
VRITITLTNE
GFTTSILQYE
KYNNKTYRVD
GPGGTLPGPA
NDNVQRELRD
KPLDNWLLIY
ADTQIVVCLL
ELQDGRRALE
TGAGRWAQSL
ERLQPETNGN
CFSHTLQCHL
RAKSVTVKPP
LALLFTGFLI
FTETYFQEXA
IHKIQEKICL
LGHDSICYKI

Predict sequence of PIWIL1 after knockout

GPGRSAARRD
LVGSTASQQP
GRRRDFHDLG
EARRLRSALL
LPPTSPTCLQ
NSIMLCTDVS
DIDWDQNPKS
HBLIPELCYLT
WGLSFDSNLL
TRRNYEAANS
SSNRKDKYDA

AALRAWNSCN
KKRVNTRFFA
SGLKPDHIQR

Amino acids sequence in the
wild-type PIWIL1

Stop codon of wild-type

——————— PIWILL

BKLRFYILSS
LINLYALYFE
FGRGARLYGS
CDCHLI

GPGRSAARRD
LVGSTASQQP
GRRRDFHDLG
EARRLRSALL
LPPTSPTCLQ
NSIHLCTDVS
DIDWDQNPKS
MLIPELCYLT
WGLSFDSNLL
TRRNYEAANS
GGHPPEARDD
PASGSEGLEF
CGEEKSEHQI
FQQRPEARPH
LLPLTCRRRC
LYVKIKILYF
SPTYKPILTL
IFIWQGGHVYV
KLMELSPYL

Alteration in amino
acid sequence
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Figura 12: Sequéncias de aminoécidos da proteina PIWIL1 do tipo selvagem e da proteina PIWIL1
apos a insercao de sete adeninas pelo sistema CRISPR-Cas9.

5.3 ENSAIO DE MIGRACAO (SCRATCH ou WOUND-HEALING ASSAY)

O knockout do gene PIWIL1 causou uma diminuicdo significativa na capacidade de

migracdo de AGP01 apds 24 h (P <0,01; Figura 13), o que é consistente com o fato de que

esta proteina esta relacionada a vérias vias que regulam a motilidade celular.



39

i %0 = 70

= T6

0o T2

O T24
g 100f
8
@©
o]
2
8 sof

a
a ﬂ
0 5 BB
PIWILT knockout

PIWIL1 knockout

Figura 13: Anélise da capacidade de migracéo da linhagem celular AGPO1 com e sem o knockout do
gene PIWILL1. TO: Imediatamente apds a lesdo; T6: 6 h apds lesdo; T12: 12 horas apo6s a lesdo; T24: 24
horas ap0s a lesdo NC: controle negativo. P <0,01. Two-way ANOVA.

5.4 ENSAIO DE INVASAO (BOYDEN CHAMBER ASSAY)

Através do ensaio de invasao, foi possivel verificar que o knockout do gene PIWIL1
causou uma diminuicgdo significativa na capacidade de invasdo da AGP0O1 (P <0,001; Figura
14Figura 14), o que também € consistente com o fato de que esta proteina esta relacionada a

varias vias que regulam motilidade celular.


http://www.wjgnet.com/1007-9327/full/v24/i47/WJG-24-5338-g004.htm
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Figura 14: Andlise da capacidade de invasdo da linhagem AGPO1 com e sem o knockout do gene
PIWIL1. A diferenca estatisticamente significativa entre os grupos foi demonstrada pelo teste t de
Student (P <0,001). Fotomicrografia do ensaio de invasao celular demonstra a diminuicdo do nimero
de células que invadiram quando o PIWIL1 foi eliminado. NC: controle negativo

5.5 mRNA ARRAY E ENRIQUECIMENTO DE VIAS DO GENE

A analise diferencial permitiu identificar, ao comparar os perfis de expressao antes e
apos o knockout permanente de PIWIL1 na linhagem celular AGPO1, um total de 251 mRNAs
diferencialmente expressos (DE) [valor p (FDR) <0,05 e |Log2 (Fold-Change)| > 1]. Um total
de 43 sondas de mRNA apresentaram expressdo aumentada e 208 apresentaram expressdo

diminuida (Figura 15). Os genes DE sdo descritos na Tabela Suplementar 4.


http://www.wjgnet.com/1007-9327/full/v24/i47/WJG-24-5338-g005.htm
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Figura 15: Volcano Plot que compara a expressdo génica ap6s o knockout permanente de PIWIL1 na linhagem
celular AGPO1 de cancer géastrico. Sondas diferencialmente expressas [valor de P ajustado <0,05 e | Log2 (Fold-

Change) | > 1] estdo nas areas superior esquerda e direita (vermelho). Os mRNAs envolvidos nos processos de
invasdo e migragdo estdo em verde.

Adicionalmente, foi realizada uma analise funcional agrupando todos os mMRNAs DE.
Essa abordagem revelou que um total de 35 genes (cinco hiperexpressos e 30 hipoexpressos)
codificavam proteinas envolvidas em processos celulares de invasdo e migracdo (Figura 16;
Tabelas Suplementares 4 e 5).


http://www.wjgnet.com/1007-9327/full/v24/i47/WJG-24-5338-g006.htm
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Figura 16: Enriquecimento de vias dos mMRNAs DE. Processos envolvidos invasdo celular e migracao

Tabela 3 Genes diferencialmente expressos envolvidos em processos celulares de invasdo e migragédo
ao comparar linhas celulares antes e ap6s o knockout de PIWILL1.

Genes Regulacéo
DACHL1, ITGB1BP1, RALGPS1, ROR1, STAT5B Hiper

ABL1, ABL2, BO9D1, CD8A, CTNNA3, FRZB, GREM1, GSTM2, HOXD13,
DOCK2, SMAD2, WASF3, CTLA4, SARTL, BATF, CD1C, NR4A2, MXRAS,
KCNJ2, KRT26, KRTAP21-3, LCE2C, LPAR1, P2RX7, PDE4D, PSMD5,
SLC4AS5, SPINKS, TOLLIP, ZNF503

Hipo

De acordo com a literatura atual, 9 desses 35 genes (DOCK2, ZNF503, PDE4D, ABL1,
ABL2, LPAR1, SMAD2, WASF3 e DACH1) possivelmente estdo relacionados aos mecanismos
utilizados pela PIWIL1 para promover efeitos carcinogénicos relacionados & migragdo e

invasdo, uma vez que suas funcgdes sdo consistentes com as mudangas observadas (estarem

hiper ou hipoexpressos ap0os 0 knockout).
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6 DISCUSSAO

Uma das principais caracteristicas do cancer é a proliferacdo celular descontrolada.
Estudos anteriores apontaram evidéncias indicando que o gene PIWIL1, que desempenha um
papel fundamental na autorrenovacdo das celulas-tronco, pode afetar a proliferacdo das
células cancerigenas, sendo um oncogene que regula varios mecanismos celulares importantes
para 0 processo carcinogénico (Xie, 2018; Wang, 2017). Varios estudos vém demonstrando
que 0 gene estd intimamente relacionado aos comportamentos biologicos das células
tumorais, como proliferacdo, apoptose, adesdo, migracdo e quimiorresisténcia (Litwin, 2017;
Chen, 2015; Xie, 2016; Sun, 2017; Liang, 2017). As proteinas PIWI regulam a expressao
génica principalmente atraves da ligacdo especifica com RNAs que interagem com PIWI, os
quais estdo envolvidos em uma variedade de processos biologicos (Juliano, 2014; Zeng,
2011). Seus mecanismos regulatérios precisos incluem o silenciamento génico, o
silenciamento de transposons, a inibicdo da traducdo e as mudancas epigenéticas (Gebert,
2015; Sugimoto, 2007).

No presente trabalho fornecemos uma primeira descricdo citogenética molecular do
caridtipo de AGP01. Como é habitual nas linhagens celulares de cancer, foram observadas
ligeiras alteracGes de célula para célula em ndmero de cromossomos ou rearranjos
cromossdmicos de células individuais (Bloomfield, 2015), sendo o cari6tipo aqui descrito, foi
o modal. Curiosamente, inversdes, cromossomos dicéntricos e translocagdes reciprocas de
acrocéntricos homologos (#13, #15, #22) foram observadas. No geral, 0 ganho das seguintes
regides estava presente: #1, #3, partes grandes de #2 e #5, 8q11.2 a 8qter, 12pter a 12q12.
Além disso, as seguintes regides foram sub-representadas: 2pter a 2p12, 9pter a 9p12, 15q12 a
15qter. Tais desequilibrios estdo de acordo com a literatura (Gebhart, 2000).

No presente estudo, realizamos pela primeira vez um experimento de knockout in vitro
do gene PIWIL1 usando o sistema CRISPR-Cas9 na linhagem AGPO01, podendo-se
demonstrar que a auséncia desse gene prejudicou significativamente a capacidade de
migracdo e invasdo das células. Assim, a linhagem celular AGPO1 se comportou como as
células de cancer gastrico previamente utilizadas em diversos trabalhos, como o de Liu et al.
(2006), e as de adenocarcinoma de pulméo utilizadas por Xie et al. (2016), onde as proteinas
PIWI foram relatadas como relacionadas a capacidade de migracdo e invasdao de células
cancerigenas.

Em um estudo clinico, a elevada expressdo de PIWIL1 foi encontrada associada a

invasdo do carcinoma espinocelular cervical (CSCC) (Liu, 2010). Nas linhagens celulares de
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carcinoma hepatocelular (HCC), a expressao de PIWIL1 foi aumentada em paralelo com o
potencial metastatico e a deplecdo de PIWIL1 causou diminui¢do da invasdo e metastase
(Zhao, 2012; Xie, 2014). De forma divergente, um relatorio recente indicou que 0 gene
PIWIL1 tem um efeito repressivo sobre invasividade celular no cancer de ovario epitelial
(Lim, 2014). Portanto, vérios estudos corroboram os dados que sugerem que a expressdo do
PIWIL1 esta fortemente associada ao aumento da agressividade das células cancerigenas.

Wang et al. (2014) mostraram que um dos mecanismos pelos quais o PIWIL1 regula a
migracao e a invasao de células cancerigenas é através da promocdo da expressao de matrix
metallopeptidase 2 (MMP2) e matrix metallopeptidase 9 (MMP9), uma vez que o knockdown
da proteina PIWIL1 provocou uma diminuicdo na expressdo dessas metaloproteinases,
juntamente com a diminuicdo da capacidade de migracdo e invasdo das células de glioma.
MMP2 e MMP9 sdo importantes metaloproteinases envolvidas na degradacdo da matriz
extracelular que interagem com as moléculas de adesdo celular facilitando a expanséo tumoral
(Rundhaug, 2005). Kessenbrock et al. (2010) também demonstraram que a MMP9
desempenha um papel critico na mediacdo do microambiente tumoral e tem um grande papel
no processo de metastase.

Em um modelo com linhagens celulares de cancer de pulmédo se observou que a
expressao de PIWIL1 é ativada pela proteina 1C da familia dos dominios de associagdo Ras,
pequenas proteinas G frequentemente implicadas no crescimento e diferenciacdo celular,
interferindo na proliferacdo dessas células (Reeves, 2017; Reeves, 2014). A proteina 1C da
familia Ras pode induzir a fosforilacdo de extracellular signal-regulated kinase 1 e 2 (ERK
1/2), proteina quinase ativada por mitégeno responsavel pela regulacdo de multiplas proteinas
de fosforilagdo, ativando nas células cancerigenas a via de sinalizacio MEK-ERK1/2 para
aumentar a expressdo de PIWIL1 (Reeves, 2018). Isso resulta na autorrenovacdo infinita das
células-tronco tumorais e, portanto, promove a tumorigénese e o desenvolvimento tumoral.

Além disso, Amaar et al. (2005) demonstraram que a superexpressao de PIWIL1
regula negativamente o gene supressor de tumor Insulin Like Growth Factor Binding Protein
5 (IGFBP5), um membro da familia de proteina de ligacdo ao fator de crescimento
semelhante & insulina e cuja expressdo esta envolvida na supressdo da transicdo epitélio-
mesenquimal (TEM) e reducdo a expressao de E-caderina (proteina de adesdo celular) e
HIF1a (componente comum das vias envolvidas no controle do metabolismo celular),
indicando que é criticamente relacionada com a progressao e prognéstico do cancer (Wang J,
2015; Glli G, 2012).
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Os mecanismos subjacentes a invasdo e metastase de células de carcinoma, apesar de
largamente desconhecidos, foram esquematizados como uma sequéncia de etapas discretas,
muitas vezes denominada de cascata de invasdo-metastase (Hanahan, 2011; Talmadge, 2010).
Durante esses passos, a TEM é um proeminente programa regulatorio pelo qual as células do
epitélio transformado podem adquirir as habilidades de invadir, resistir a apoptose e
disseminar o cancer (Hanahan, 2011).

Alguns fatores de transcricdo sdo altamente expressos por células metastaticas e foram
sugeridos para desempenhar um papel na inducdo da TEM (Talmadge, 2010). Estudos
revelaram que a expressdo de PIWIL2 esta positivamente correlacionada com o escore de
Gleason e o estagio TNM de pacientes com cancer de prostata e que o gene PIWIL2 estd
envolvido na invasdo e metéstase de células tumorais, regulando os niveis de MMP9 e
modulando TEM (Yang, 2015). No entanto, o real papel das PIWIs nesta transicdo continua a
ser investigado.

Nesse contexto, € importante destacar que a andlise de dados obtidos através da
técnica de protedmica (dados ainda ndo publicados) revelaram que o knockout do gene
PIWIL1 provocou uma modificacdo na expressdo de 27 proteinas relacionadas com a TEM.
Vinte e duas oncoproteinas relacionadas com a promoc¢édo da TEM, incluindo FGFR1, PCNA,
ACTN4, GSN e TUBB3 estavam expressas na linhagem AGPO01 antes do knockout e tiveram
sua expressdo reduzida a um nivel que ndo foi detectado pela técnica ap6s o knockout. Por
outro lado, o knockout do gene PIWIL1 provocou um aumento na expressao de seis proteinas
envolvidas na supressdao da TEM, tais como ACSM3, ADGRG1 e ANPEP, que estavam
ausentes na linhagem antes do knockout.

Além disso, dados obtidos de nossos experimentos de expressdo génica também
forneceram evidéncias, que corroboram os trabalhos supracitados, de que o gene PIWIL1
desempenha um papel fundamental na migracdo e invasdo de células cancerigenas, ja que
varios genes envolvidos nesses processos celulares foram observados como diferencialmente
expressos quando as linhagens celulares foram comparadas antes e ap6s o knockout do
PIWIL1.

Muitos estudos tém demonstrado as atividades oncogénicas dos genes DOCK2,
ZNF503, PDE4D, ABL1, ABL2, LPAR1, SMAD2 e WASF3 e sua relacdo com a agressividade
do tumor em diversos tipos de céancer, incluindo o cancer gastrico (Gu, 2016; Wang, 2016;
Sulzmaier, 2014; Tajiri, 2017; Kulkarn, 2011; Wu, 2017; Wang, 2010; Shahi, 2015; Shahi,
2017; Yu, 2016; Sahay, 2015; Teng, 2013; Wang, 2017; Lv, 2012; Lv, 2011; Wu, 2012,
Shinto, 2010). Curiosamente, 0 knockout do PIWIL1 levou a uma diminuicdo da expressao



46

desses genes, bem como uma expressdo aumentada do gene supressor de tumor DACHL,
demonstrando que PIWIL1 desempenha um papel crucial na via de desenvolvimento e
progressao do cancer gastrico.

Zhu et al. (2016) relataram que a superexpressdo de DACH1 prejudicou a proliferacao
e a capacidade de invasdo de células de adenocarcinoma pulmonar in vitro via regulagéo
negativa de PRX3, uma oncoproteina necessaria para a manutencdo da funcdo mitocondrial e
tumorigénese (Song, 2015). A expressdo de DACH1 também inibiu a transicdo epitelio-
mesenquimal e metastases por afetar a sinalizacdo de TGF-B, fator de crescimento que
controla diversos processos, como proliferacéo, diferenciacdo, apoptose e migragdo, além de
diminuir a proliferacdo de células cancerigenas por inducdo da parada do ciclo celular na fase
G2/M (Bu, 2016; Yan, 2014).

A regulacdo positiva de DACH1 também foi observada como a possivel causa de
diminuicdo da proliferacdo e invasdo e possivel promotora de apoptose de células Hep-2 em
carcinoma de células escamosas da laringe (Zhang, 2018). No trabalho de Wang et al. (2018),
a expressdo de DACH1 foi encontrada regulada negativamente em pacientes com glioma em
comparagdo com amostras de glioma de baixo grau e tecidos cerebrais normais. Outros dados
interessantes deste estudo indicam que DACH1 é um supressor tumoral em glioma e sua
atuacdo é sobrea via Wnt/B-catenina. Estes achados mostram que superexpressao de DACH1
pode inibir a proliferacdo e invasividade em varios tipos de céncer e a relagdo da sua
expressao com o knockout da PIWIL1, demonstrada por nosso trabalho, indica-o como um
candidato promissor para intervencao terapéutica no cancer gastrico.

Em relacdo aos oncogenes relatados, Rahrmann et al. (2009) observaram que o
PDE4D é superexpresso no cancer de préstata humano e demonstraram que o knockdown
desse gene reduziu o crescimento e a migracdo de células de cancer de préstata in vitro, bem
como a taxa de crescimento e proliferacdo xenoenxertos de cancer de prostata in vivo
(Delyon, 2017). Delyon et al. (2017) demonstraram que a PDE4D também é superexpressa
em linhagens de células de melanoma e apontou esse gene como um regulador da invasao
celular interagindo com FAK através da RACK1, constituindo uma via de sinalizacdo que,
guando ativada, promove a progressao tumoral e metastase (Sulzmaier, 2014).

As redes de sinalizagdo da tirosina quinase sdo necessarias para a regulacdo de
multiplos processos celulares, incluindo crescimento, sobrevivéncia, invasdo e angiogénese e
estudos recentes determinaram o papel dos membros da familia ABL das tirosinas quinases,
ABL1 e ABL2, durante o inicio e progressdo de muitos tipos do tumor (Emileigh, 2013).

Estas proteinas induzem a ativacdo de maquinaria de polimerizacdo de actina, modulando a
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expressdo de varias MMPs para promover mudancas morfoldgicas, incluindo a formagéo de
protrusdes de membrana e adesdo celular alterada. Consequentemente, a ativagéo de ABL1 e
ABL2 em células cancerosas promove proliferacdo, migracdo e invasdo aumentadas, bem
como resisténcia a drogas (Greuber, 2013; Wang, 2015; Gu, 2016; Wang, 2016).

O The Cancer Genome Atlas (TCGA) e outros estudos mostraram que ABL1 e ABL2
se encontram amplificados e/ou superexpressos em carcinoma invasivo de mama,
cistoadenocarcinoma seroso ovariano, adenocarcinoma de pulmao e carcinoma espinocelular
de pulméo (Cerami, 2012; Sos, 2009; Simpson, 2005). AlteracGes nestes genes também sdo
encontradas no melanoma cutaneo, carcinoma urotelial da bexiga, adenocarcinoma colorretal,
tumores rabddides, bem como no carcinoma renal de células claras e medulares (Simpson,
2005; Behbahani, 2012; Koos, 2010).

As ABL quinases sdo necessarias para a motilidade celular e invasdo induzida por
IGF-1 e EGF em células de carcinoma de mama, hepatocarcinoma, melanoma e progressao do
cancer de mama invasivo (Srinivasan, 2006; Ganguly, 2012; Smith-Pearson, 2010; Mader
2011, Gil-Henn, 2012; Yoon, 2010; Wang, 2015). Essas proteinas podem regular a invasao
através da fosforilacdo direta de proteinas necessarias para 0 comportamento invasivo, e
regulando a expressao de genes ligados a invasdo e a motilidade celular (Emileigh, 2013).

DOCK2 (dedicator de cytokinesis) pertence a familia DOCK de proteinas e € expresso
em células hematopoiéticas (Tajiri, 2017). De acordo com Kulkarni et al. (2011), relatou-se
gue DOCK2 ativa Rac, que é conhecido por regular varios processos cruciais, incluindo
migracdo de linfocitos, ativacdo e diferenciacdo de células T (Wu, 2017). Wang et al. (2010)
realizaram o knockout do DOCK2 em uma linhagem de linfoma de células B e observaram
uma diminuicdo na expressdo de Racl. Adicionalmente, a analise das curvas de crescimento
de ambas as linhagens celulares demonstrou que o knockout DOCK2 cresceu menos que
DOCK?2 selvagem, como evidenciado pela menor proliferacdo celular.

A proteina Dock2 também foi encontrada altamente expressa em bidpsias de pacientes
com cancer de prostata, e seu nivel de expressdo se correlacionou positivamente com a
proliferacdo da linhagem de células tumorais e foi observado o mesmo em tumores do trato
digestivo (Haibi, 2011; Haibi, 2011, Chen, 2018).

O ZNF503 é expresso na glandula mamaria e em outros tecidos, e ha uma alta
incidéncia de associacdo entre a desregulacdo desse gene e a agressividade do tumor em
varios tipos de tecidos, como pulmdo, rim e intestino (Shahi, 2017). Shahi et al. (2015)
realizaram ensaios de migracdo e invasdao em duas linhagens celulares epiteliais mamarias

para analisar a motilidade e a migracdo celular. Ambos os ensaios demonstraram que as
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linhagens celulares com o knockout de ZNF503 migraram menos, ndo fecharam as lacunas e
inibiram a invasividade quando comparadas com as células controle. Estes dados indicam que
0 ZNF503 promove invasdo e migracdo celular, e altos niveis desse gene estdo intimamente
relacionados com a baixa sobrevida do paciente, progressao do cancer de mama e aumento da
metastase.

Yu et al. (2016) demonstraram que o gene do receptor lisofosfatidico 1 (LPAR1) esta
relacionado a migracao e invasdo em ascites de cancer de ovario e é expresso em niveis mais
elevados em linhagens de células metastaticas, quando comparado a linhagens celulares néo-
metastaticas. Eles também observaram que a presenca de altos niveis de acido lisofosfatidico
estd diretamente ligada a estimulacdo da migracdo celular, e o silenciamento de LPAR1
reduziu a invasao induzida pelo &cido lisofosfatidico.

Além disso, nos tumores de mama, uma maior expressao de LPARL1 esta relacionada a
uma pior sobrevida livre de metastases pulmonares (Sahay, 2015). Foi demonstrado que a
sinalizacdo de LPA através de receptores de LPA tem acdo na regulacdo das propriedades
malignas em linhagens celulares de céancer, incluindo a motilidade celular e invaséao
(Tsujiuchi, 2014). Um estudo recente indica que as atividades celulares e invasivas
pancredticas das células PANC-1 séo estimuladas por receptores de LPA (Fukushima, 2017;
Ishii, 2015; Komachi, 2009).

O WASF3 é um gene importante que possui dominios C-terminais responsaveis pela
ativacdo da polimerizacdo da actina, e facilita a motilidade e a invasdo celular. O WASF3
também promove a expressdo de genes envolvidos na TEM, como ZEB1 (Teng, 2014) e
membros da familia das metaloproteinases de matriz (MMP) (Sossey-Alaoui, 2005), através
de uma via de sinalizacdo que regula negativamente o gene supressor de metastase KISS1
levando a ativagdo do fator nuclear kB (Teng, 2011). A proteina WASF3 ¢ ativada em
resposta a hipdxia (Ghosha, 2012), bem como fator de crescimento e estimulacéo de citocinas
na sinalizagcdo JAK2/STAT3 (Teng, 2013).

Honglei et al. (2017) mostraram que a invasividade de células de cancer de bexiga foi
regulada positivamente apds a ativacdo de uma via envolvendo WASF3. No cancer de
pancreas ja se comprovou o envolvimento de proteinas da mesma familia na promocéo da
invasdo, migracdo e e invasdao através da via AKT (Huang, 2018). O gene WASF3 esta
normalmente superexpresso em Varios tipos de tumores, como cancer de mama,
osteossarcoma e cancer de prostata (Teng, 2013; Zhu, 2016).

No cancer gastrico, pouco se sabe sobre esse gene; entretanto, como microRNAs e

seus alvos sdo considerados biomarcadores potenciais para cancer gastrico, Wang et al.
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(2017) realizaram um ensaio de luciferase e western blotting para investigar a relagdo entre o
miR-218 e o WASF3. Seus resultados demonstraram que a superexpressao do WASF3
prejudica o miR-218 (que, no estudo em questdo, se mostrou responsavel por fazer com que a
repressdo celular fosse reprimida) e resulta na inibicdo da proliferacdo e migracdo celular,
sugerindo que 0 WASF3 €é superexpresso no cancer gastrico e induz a proliferagdo e migracao
celular. Além disso, na gRT-PCR, os niveis de expressio de mRNA do WASF3 foram
maiores quando comparados com as linhagens celulares gastricas normais.

Smad2 é a primeira proteina intracelular na cascata de sinalizacdo da via de
sinalizacdo do TGF-B1, que estd envolvida na progressdao do cancer gastrico. Em estagios
avancados de cancer, o0 TGF-B1 atua como um oncogene, regulando multiplas fungdes
celulares, incluindo estimulacdo da proliferacdo, diferenciacdo e inibicdo da apoptose (Lv,
2012; Wu, 2012). Dai et al. (2018) inibiram a transicdo epitelio-mesenquimal das células
cancerosas colorretais suprimindo a sinalizacdo TGF-B/Smad, mostrando a relagdo desta
proteina com a progressdo da doenga.

Curiosamente, Lv et al. (2011) observaram que os niveis de TGF-B1 no liquido de
lavagem peritoneal estdo diretamente ligados a metastase peritoneal. Evidéncia corroborativa
foi fornecida por Shinto et al. (2010), cujas experiéncias demonstraram que a expressao de p-
Smad2 foi maior em tumores do tipo difuso e em casos de metéstase peritoneal.
Notavelmente, a linhagem celular AGPO1 usada para realizar o knockout PIWIL1 em nosso
estudo foi obtida de um paciente com metéastase peritoneal, e encontramos SMAD2
superexpresso.

E importante destacar que ndo existem trabalhos publicados na literatura que
correlacionem a expressdao do PIWIL1 com a expressdo dos genes que se encontraram
diferencialmente expressos no presente trabalho, no entanto, o fato de que a expressdo desses
genes foi modulada ap6s o knockout do gene PIWIL1, reforcado pelos resultados dos ensaios
de migracdo e invasdo, demonstra que este gene deve possuir um papel regulador importante
sobre genes envolvidos nos processos celulares responsaveis pela TEM e, consequentemente,
contribui para um fenotipo tumoral mais agressivo.

Em conjunto, esses dados reforcam a ideia de que o PIWIL1 desempenha um papel
crucial na via de sinalizagdo do cancer gastrico; portanto, seu uso como alvo terapéutico pode
gerar resultados promissores no tratamento desta neoplasia, principalmente em pacientes com
carcinomatose peritoneal, que ¢ uma condigdo associada ao mau prognostico e a diminuicdo

da sobrevida global.
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7 CONCLUSAO

No presente estudo, fomos pioneiros no desempenho de um knockout in vitro do gene
PIWIL1 usando o sistema CRISPR-Cas9, e descobrimos que a auséncia desse gene prejudicou
significativamente a capacidade de migracdo e invasdo da linhagem AGPO01 e modificou a
expressdo de potenciais alvos moleculares envolvidos no processo de transicdo eptélio-
mesenquimal.

Os resultados de tais experimentos contribuiram para a compreensdo dos mecanismos
utilizados pela PIWIL1 para promover alteragdes na capacidade de migracdo e invasdo de
células gastricas durante a carcinogénese, e revelaram a participagdo de novos atores
relacionados a expressao de PIWIL1, como FGFR1, PCNA, ACTN4, PDE4D e SMAD2.

Nossos resultados demonstraram que o knockout de PIWIL1 promove diversas
alteracbes no fenotipo celular, sugerindo o papel critico do oncogene PIWIL1 no CG, e
confirmaram a hip6tese de que a hiperexpressdao de PIWIL1 promove a migracdo, a
invasividade e a TEM, mostrando-se como um potencial biomarcador de progndstico por seu

papel na agressividade tumoral.
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9 ANEXOS

Tabela Suplementar 1 Membros da Subfamilia PIWI (Fonte: UniProt.org).
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Proteina
Piwi-like protein 2
Piwi-like protein 1
Piwi-like protein 2
Piwi-like protein 4
Piwi-like protein 2
Piwi-like protein 1
Piwi-like protein 2
Piwi-like protein 4
Piwi-like protein 1
Piwi-like protein 2
Piwi-like protein 4
Piwi-like protein 3
Piwi-like protein 1

Piwi-like protein
Protein piwi
Protein aubergine
Protein argonaute-3
Piwi-like protein 2
Piwi-like protein 1

Gene
piwil2
wi-1
wi-2
Piwil4
piwil2
Piwill
Piwil2
Piwil4
PIWIL1
PIWIL2
PIWIL4
PIWIL3
PIWIL1
iwi
piwi
aub
ago/03
piwil2
piwill

Piwi-like protein ergo-1

ergo-1

Piwi-like protein Siwi Siwi

Piwi-like protein Ago3

AGO3

Organismo
Xenopus tropicalis (R&)
Schmidtea mediterranea (Planaria)
Schmidtea mediterranea (Planaria)
Rattus norvegicus (Rato)

Oncorhynchus mykiss (Truta-arco-iris)

Mus musculus (Camundongo)
Mus musculus (Camundongo)
Mus musculus (Camundongo)
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Gallus gallus (Galinha)
Dugesia japonica (Planaria - Asia)
Drosophila melanogaster
Drosophila melanogaster
Drosophila melanogaster
Danio rerio (Zebrafish)
Danio rerio (Zebrafish)
Caenorhabditis elegans
Bombyx mori (Bicho-da-seda)
Bombyx mori (Bicho-da-seda)

Comprimento

949
808
833
848
1054
862
971
848
861
973
852
882
867
818
843
866
867
1046
858
1121
899
926

Sindnimos
rtili
Miwi
Mili
Miwi2
HIWI
HILI
HIWI2 PIWI

zili
Ziwi

Cromossomo

Tabela Suplementar 2 Classificacdo do TNM patolégico (Washington et al., 2010).

pT
TX
TO
Tis
T1
Tla
T1b
T2
T3

T4
T4A

Tumor Primario

O tumor primario ndo pode ser avaliado.

N&o ha evidéncia de tumor primario.

Carcinoma in situ: tumor intraepitelial sem invaséo da lamina propria.

Tumor invade a lamina propria, muscular da mucosa ou submucosa.

Tumor invade a lamina propria ou muscular da mucosa.

Tumor invade a submucosa.

Tumor invade a muscular prépria.

Tumor que invade a serosa. Tumor penetra no tecido conjuntivo subseroso sem invasdo do periténio

visceral ou estruturas adjacentes. Também se incluem aqueles que se estendem ao gastrocolico ou

ligamentos gastrohepaticos, ou para 0 omento maior ou menor, sem perfuracdo do periténio visceral

que cobre estas estruturas.

Tumor invade a serosa (peritdnio visceral) ou invade estruturas adjacentes.

Tumor invade a serosa (peritonio visceral).
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T4b  Tumor invade estruturas adjacentes como baco, colon transverso, figado, diafragma, pancreas, parede

abdominal, glandula adrenal, rim, intestino delgado e retroperitonio.

pN Linfonodos Regionais

NX Os linfonodos regionais ndo podem ser avaliados
NO Auséncia de metastase em linfonodos regionais.
N1 Metastase em 1 a 2 linfonodos regionai

N2 Metastase em 3 a 6 linfonodos regionais.

N3 Metastase em 7 ou mais linfonodos regionais.

pM Metéastase a Distancia

MX A metéstase ndo pode ser avaliada.

MO Auséncia de metastase a distancia.

M1 Metastase a distancia.

Tabela Suplementar 3: Grupamento por estadios (Washington et al., 2010).

Estadiamento
Estadio 0

Estadio IA

Estadio 1B

Estadio 1A

Estadio 11B

Estadio 1A

Estadio 111B

Estadio I11C

Estadio IV

Tis

T1

T1
T2
T3
T2
T1
T4a
T3
T2
T1
T4a
T3
T2
T4b
T4a
T3
T4a
T4b
Qualquer T

Combinacgtes TNM

NO

NO

N1
NO
NO
N1
N2
NO
N1
N2
N3
N1
N2
N3
NO-1
N2
N3
N3
N2-3
Qualquer N

MO

MO

MO
MO
MO
MO
MO
MO
MO
MO
MO
MO
MO
MO
MO
MO
MO
MO
MO
M1
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Tabela Suplementar 4: Genes diferencialmente expressos (DE) quando comparados na
linhagem celular antes e ap6s o knockout PIWILL.

Nome da Probe
A_24 P215804
A_21 P0013109
A_21 P0010885
A_33_P3228014
A_24 P54390
A_24 P187056
A_19 P00318261
A_23 P146146
A_32 P57810
A_24 P11575
A_32_P231086
A_33_P3337569
A_23 P22761
A_33 P3212188
A_23 P360990

A _33_P3344690
A_33 P3548190
A_33 P3227842
A 23 P388124
A 23 P42588
A _33_P3839897
A 33 P3383044
A _24_P358054
A _33_P3259373
A 33 P3413671
A _33_P3311493
A 23 P2322

Simbolo do Gene
CKLF
XLOC_I2_013153
TMEM14B
SCGB1D4
RASGRP3
ANKRD20A12P
SNORA26
ATP6V0D2
RNF157
CRIM1
GOLGAG6L9
PRR27
SHOX
LRP3
DYDC1

PTGER4P2-
CDK2AP2P2

LINC00347
EPB41
ABCD?2
GIMAPS
RNU4ATAC
BOD1
CTAGE10P
PWAR1
ABL2
TRHDE-AS1
TSPAN19

Fold-Change
0.2315
0.3181

228.738.161.870.967

0.3190
0.3250
0.3966
0.4725
0.3876
0.3329
0.3190
0.2961
0.4121
0.4656
0.3826
0.2755

0.3146
0.4185
0.4498
0.4283
0.4073
0.4883
0.4268
0.3231
0.4143
0.2834
0.3932
0.3159

P Value
7.32E+09
0.0029
0.0030
0.0079
0.0160
0.0013
0.0052
0.0007
0.0020
0.0032
0.0007
0.0162
0.0136
0.0106
0.0008

0.0052
0.0166
0.0074
0.0121
6.86E+09
0.0105
0.0144
0.0006
0.0142
0.0008
0.0018
0.0021

P Ajustado
0.0053
0.0324
0.0328
0.0395
0.0488
0.0235
0.0379
0.0185
0.0261
0.0334
0.0185
0.0489
0.0466
0.0431
0.0188

0.0379
0.0496
0.0391
0.0455
0.0052
0.0431
0.0470
0.0167
0.0468
0.0185
0.0259
0.0266
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A_21_P0013552
A_21_P0000117
A 33 P3285132
A _21_P0000558
A_33_P3260146
A_24 P43144
A_33 P3215676
A 33 P3467872
A 19 _P00321316
A 33 P3336484
A 33 P3405168
A 23 P154784
A 33 P3393200
A 33 P3387493
A 33 P3861634
A 21 P0010488
A 33 P3225535
A 23 P31064
A_33 P3375506
A 33 P3246268
A 33 P3255384
A_33 P3383601
A_33 P3267989
A _32_P95960
A 23 P390148
A _21_P0004143
A_33_P3299066
A 33 P3309911
A_23 P218675
A 33 P3347528
A_23 P212042
A_33 P3401556

XLOC_I2_014697

MID1
ZNF599
BRE-AS1
C9orf3
PDE11A
MANSC4
LINC00343
LINC00882
NPIPAS
MMAA
BPIFB1
SRRM4
FTH1P18
LINCO01305
ZNF605
OR10K?2
MOXD1
LINCO01203
HOXD13
BPIFC
QRFP
CLNK
CLEC2D
RALGPS1
LINCO01335
NR4A2
PRAMEF5
WFDC2
CHIAP2
MFI2
CTLA4

0.2845
0.4333
0.3649
0.3975
0.3746
0.4737
0.4960
0.4363
0.4631
0.3706
0.4296
0.3620
0.4686
0.3136
0.4990
0.4103
0.4387
0.3839
0.4358
0.2687
0.4614
0.4463
0.4025
0.4298
227.472.113.221.315
0.4390
0.4775
0.4454
0.4787
0.4209
0.3179
0.4276

7.97E+09
0.0150
0.0079
0.0051
0.0038
0.0082
0.0127
0.0077
0.0044
0.0080
0.0051
0.0002
0.0117
0.0002
0.0101
0.0051
0.0115
0.0070

3.48E+08
0.0056
0.0080
0.0038
0.0070
0.0106
0.0059
0.0090
0.0137
0.0103
0.0130
0.0001
0.0029

4.86E+08

0.0054
0.0478
0.0395
0.0379
0.0344
0.0398
0.0457
0.0393
0.0361
0.0395
0.0379
0.0094
0.0455
0.0092
0.0427
0.0379
0.0449
0.0389
0.0016
0.0379
0.0395
0.0344
0.0389
0.0431
0.0381
0.0406
0.0466
0.0429
0.0464
0.0065
0.0324
0.0016
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A 23 P217507
A 33 P3286536
A 33 P3408420
A 23 P94762
A 23 P156824
A 23 P32577
A 23 P419107
A 24 _P8075
A 21 P0011389
A 24 P89971
A _33_P3327300
A 33 P3263906
A 24 _P182892
A_24_P353905
A _33_P3305243
A 23 P84047
A_21_P0007062
A 33 P3793707
A _32_P78681
A 21 P0013210
A 23 P373724
A _19_P00808461
A_21_P0010870
A 23 P329261
A 24 _P165205
A _33_P3299435
A 23 P132826
A_33_P3374478
A _32_P485915
A _33_P3396886
A_33 P3376379
A _24_P378987

ZBED1
FUT4
MDGAZ2
ZNF354B
HTR1B
DACH1
TCP11L2
KLHDC4
XLOC_l2_005076
SURF4
NUMBL
TUBE1
SLC19A3
MXRAS8
PSMD5
PABPC5
LINCO00844
LINC00964
GLP2R
XLOC_[2_013436
PPFIBP1
ZNF37A
FAM21C
KCNJ2
MORN1
SART1
SERPINI2
CASC4
SLC9C2
Cllorf52
CNST
DHRSX

257.948.904.602.257
0.4820
0.3470
0.4901
239.937.085.039.903
233.736.545.984.496
232.350.395.892.368
227.531.196.835.458
241.849.854.526.815
209.000.357.924.191
0.4328
0.4903
0.4390
0.3213
0.4218
0.2679
0.3525
0.3792
0.4668
0.4251
0.3587
0.4825
0.4970
0.4844
0.4445
0.4873
0.4693
0.4620
0.4565
0.4715
0.4698
242.898.673.793.384

0.0096
0.0161
0.0072
0.0031
0.0057
0.0061
0.0162
0.0089
0.0060
0.0037
9.75E+09
0.0021
0.0070
0.0144
570019345.0720
0.0135
0.0151
0.0157
0.0084
0.0023
0.0042
0.0113
0.0132
6.58E+07
0.0005
0.0100
0.0002
0.0002
3.38E+09
0.0119
0.0033
0.0069

0.0415
0.0489
0.0389
0.0331
0.0379
0.0381
0.0489
0.0406
0.0381
0.0344
0.0063
0.0266
0.0389
0.0470
0.0016
0.0466
0.0478
0.0488
0.0398
0.0273
0.0361
0.0444
0.0465
0.0016
0.0162
0.0423
0.0079
0.0079
0.0032
0.0455
0.0339
0.0389
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A_23 P148629
A 24 _P287189
A _33_P3422777
A 23 P904
A _32_P100258
A_24_P408704
A_33_P3263867
A 33 P3556532
A _32_P96000
A_24_P940135
A 23 P329353
A 23 P4714
A 23 P363778
A 33 P3336622
A 32 P183218
A _21_P0010980
A 21 P0011744
A_21_P0004602
A 23 P58538
A 32 P171181
A 33 P3320772
A_33 P3415551
A_21_P0000702
A 21 _P0011825
A 21 _P0013633
A_32_P4018
A _19_P00320274
A 23 P35883
A_19_P00802872
A 24 _P58501
A 19 _P00321129
A 33 P3369401

EIF1IAY
TOLLIP
PRH2
BEND5
FLJ37453
DOCK2
P2RX7
DNAH17
ETV3L
CTBS
CNRIP1
MIA
FRZB
ALDH3A2
ZNF367
MALAT1
LINC00665
OSTM1-AS1
EPB41L4A-AS1
NBPF10
ATXN1
GPAT2
STX18-AS1
XLOC_2_007449
XLOC_I2_015174
ROR1
ZMIZ1-AS1
FOXRED1
XIST
OR4F4
TSIX
CYP24A1

200.273.907.748.429
0.4632
0.4075
0.3056
261.439.515.682.183
0.3989
0.4894
0.4725
0.4919
0.4883
562.111.664.539.578
25.557.836.842.375
0.3747
0.4271
0.4598
0.4995
0.4015
0.4881
0.4450
0.4671
241.262.550.757.345
0.3903
0.4048
0.3220
0.4479
209.471.242.431.168
247.147.261.007.869
225.117.526.651.875
31.994.851.869.667
0.4951
320.070.484.723.775
228.002.503.108.971

0.0008
0.0094
0.0023
1.49E+09
0.0149
0.0037
0.0075
0.0148
0.0076
0.0083
0.0141
0.0072
0.0059
0.0043
0.0100
0.0159
0.0062
0.0011
3.34E+09
0.0065
0.0084
0.0005
0.0004
0.0013
0.0103
0.0043
0.0039
0.0020
0.0157
0.0091
0.0023
0.0073

0.0185
0.0411
0.0273
0.0027
0.0478
0.0344
0.0391
0.0477
0.0391
0.0398
0.0466
0.0389
0.0381
0.0361
0.0423
0.0488
0.0382
0.0213
0.0032
0.0388
0.0398
0.0162
0.0136
0.0235
0.0429
0.0361
0.0344
0.0262
0.0488
0.0406
0.0277
0.0389
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A_24_P203106
A 24 P105391
A 33 P3404316
A 24 _P307580
A 23 P401700
A_33_P3254082
A 23 P422245
A 21 P0013192
A 23 P214533
A 33 P3221648
A 33 P3216232
A 23 P141802
A 33 P3332018
A 33 P3213508
A 23 P356494
A 23 P170186
A 33 P3380867
A 24 _P136029
A_21_P0013560
A 23 P149858
A _21_P0005159
A 19 _P00318183
A _32_P221958
A 23 P217704
A 33 P3482417
A 24 _P225635
A 23 P252471
A _24_P282416
A 33 P3383326
A_23 P142075
A_33 P3391039
A 19 P00317168

PFKFB1
ERMAP
MIR100HG
HTATIP2
APBBL1IP
SPATAGL
KIAA0825
7lset
ZSCAN31
XLOC_I2_010328
ITGB1BP1
SERPINB7
FGL2
CT7orf72
SPINKS
OPLAH
STATSB
SLC12A1
XLOC_I2_014757
ELOVL3
LINCO00581
LINCO01197
AGAP9
GYG2
ANKRD26P3
HNRNPLL
PECAM1
ABL1
LPAR1
ACP5
PRR27
XLOC_I2_002160

239.308.418.243.043
222.428.151.416.224
0.4148
0.2971
221.062.196.465.168
0.4469
0.4245
0.3977
210.944.376.103.009
0.3856
201.975.833.333.702
0.4387
0.4741
0.4364
0.4280
0.4671
263.605.790.194.262
0.3525
226.353.903.304.204
546.951.058.273.017
0.3758
0.3818
0.4735
222.806.714.133.915
0.4621
0.3815
0.4664
0.4531
0.4802
0.4037
0.3662
0.4815

0.0033
0.0061
0.0150
5.65E+08
0.0058
0.0088
0.0068
0.0119
0.0117
0.0166
0.0109
0.0040
0.0056
0.0090
0.0119
0.0031
0.0039
0.0054
0.0110
0.0107
0.0037
0.0044
0.0076
0.0056
2.89E+09
0.0023
0.0149
0.0145
0.0159
0.0007
0.0133
0.0132

0.0339
0.0381
0.0478
0.0016
0.0381
0.0406
0.0389
0.0455
0.0455
0.0496
0.0433
0.0352
0.0379
0.0406
0.0455
0.0330
0.0344
0.0379
0.0435
0.0431
0.0344
0.0361
0.0391
0.0379
0.0032
0.0273
0.0478
0.0470
0.0488
0.0185
0.0466
0.0466
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A_21_P0011299
A 24 P192988
A 23 P502081
A 23 P128974
A 19 P00321148
A 33 P3380457
A 24 _P218006
A _32_P163247
A 24 _P355267
A 21 _P0002781
A 24 _P324368
A 23 P329835
A_21_P0000545
A 21 P0001612
A 19 P00318370
A 23 P7901
A _32_P140489
A 21 P0013896
A_21_P0009555
A 24 _P214552
A 24 _P176079
A 24 _P111406
A_33 P3241388
A 21 _P0000614
A _33_P3276653
A 32_P212095
A 23 P63521
A 23 P132341
A 23 P364324
A 23 P57658
A_21 P0012471
A_33 P3249489

XLOC_I2_004595
CCDC89
MAGEC3

BATF
LINCO1127
GPR88
DNAJC30
CD8A
SLC25A25
LINC01213
DNAJC14
Uty
OR5E1P
LINCO00303
LINCO00883
TTLL2
GDF6
TTTY14
SMAD?2
LINCO01565
WASF3
CFHR5
SLC4A5
LINCO00254
SPANXN1
C170rf105
LCE2C
C220rf46
ABCA13
HRASLS
XLOC_12_010451
WDR89

0.4874
0.3456
0.4331
0.4931
0.4417
0.4516
0.3820
0.4407
0.4431
0.3793
0.4240
0.4832
0.3217
0.4302
0.4883
0.3387
0.4679
0.4533
0.4626
0.4366
0.4537
0.4664
0.4290
0.3837
0.4538
0.3412
0.4621
0.4358
0.3581
0.3726
0.4752
0.3448

0.0151
0.0093
0.0123
0.0123
0.0088
0.0095
0.0085
0.0011
0.0147
0.0043
0.0103
0.0158
0.0044
0.0040
0.0048
0.0094
0.0006
0.0075
0.0138
0.0061
0.0008
0.0061
0.0140
0.0037
3.00E+09
0.0096
0.0002
0.0081
0.0017
0.0100
0.0123
0.0029

0.0478
0.0410
0.0455
0.0455
0.0406
0.0415
0.0401
0.0210
0.0477
0.0361
0.0429
0.0488
0.0361
0.0350
0.0370
0.0411
0.0167
0.0391
0.0466
0.0381
0.0185
0.0381
0.0466
0.0344
0.0032
0.0415
0.0092
0.0396
0.0259
0.0423
0.0455
0.0324
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A_33 P3319870
A _21_P0012424
A 24 _P176493
A 23 P257111
A 32_P46214
A 23 P145376
A 33 P3323904
A 24 _P38081
A 21 P0013742
A 23 P161940
A 21 P0006771
A 21 P0013029
A 21 P0012764
A_24_P12059
A 21 P0013164
A _33_P3408152
A 21 P0011571
A 33 P3281308
A 23 P311010
A _33_P3306307
A _33_P3334679
A_33_P3367247
A 23 P46584
A 23 P37410
A_21_P0006456
A _33_P3235531
A_21_P0000043
A 24 _P153831
A_33_P3354607
A 24 _P124988
A 23 P163227
A_21_P0013561

GREM1
XLOC_I2_010056
ATMIN
FBP1
SLC9A9
MAPK13
WTH3DI
FKBP5
LINC01509
SCGB2A2
ZNF503
XLOC_I2_012614
LINC01262
GYPA
LPAL2
NEFH
XLOC_I2_006003
FIRRE
SPRY3
KRT26
SNCAIP
CNTLN
Clorf105
CYP19A1
XIST
CD1D
KRTAP21-3
CTNNA3
CCLAL2
GOLGAGA
CKMT1A
XLOC_I2_014757

0.3785
0.4935
0.4982
0.4487
0.4617
0.3207
0.3614
0.4297
0.3400
0.3922
0.4531
0.4506
0.4163
0.4426
0.4825
0.4982
0.4365
0.4802
0.4689
0.4371
0.3970
0.4596
0.4630
0.4975
245.683.205.873.009
0.3872
0.4999
0.3771
326.462.786.883.446
0.4383
0.3685
0.4287

0.0095
0.0127
0.0077
0.0139
0.0054
0.0003
0.0124
0.0151
0.0069
0.0059
0.0049
0.0073
0.0070
0.0063
0.0038
0.0046
0.0083
0.0044
0.0124
0.0140
0.0159
0.0126
0.0022
0.0137
0.0107
0.0019
0.0004
0.0068
0.0086
0.0140
0.0093
0.0127

0.0413
0.0457
0.0393
0.0466
0.0379
0.0106
0.0455
0.0478
0.0389
0.0381
0.0372
0.0389
0.0389
0.0382
0.0344
0.0368
0.0398
0.0361
0.0455
0.0466
0.0488
0.0457
0.0266
0.0466
0.0431
0.0261
0.0128
0.0389
0.0401
0.0466
0.0411
0.0457
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A_33_P3274691
A_21_P0010549
A _33_P3232498
A _33_P3280317
A _32_P152767
A_33_P3285420

A_19_P00324839

A 24 _P274795
A 33 P3284108
A 23 P397208
A 24 _P319942
A 33 P3389649
A 23 P94782
A 33 P3736691
A 23 P162300
A _33_P3391905
A 33 P3851023
A 23 P373541
A 23 P15678
A 23 P114585
A 23 P13102

A 19 P00316324

A_33 P3417950
A 24 _P133162
A _33_P3260445
A 24 _P285501
A_33 P3215043
A 23 P217384
A _33_P3341601
A_33_P3280405
A_21 P0011611
A_33 P3243069

SCART1

XLOC_I2_000384

C2orf71
Clorf137
SKIDAl
LINC01020
MALAT1
CDCATL
NSF
GSTM2
SSR3
PDE4D
CAPNS
ZNF430
IRAK3
SMEKS3P
NRXN3
DSPP
TEKT1
PCNXL2
CASP12
LINCO01132
AKAPS
STPG1
DYNLT1
UBR3
HEPHL1
AP1S2
WDR86
OR7E37P
DNAH17
KIAA0040

0.4215
0.4466
0.4339
0.4534
218.191.970.012.065
0.4724
0.4644
0.4789
0.4088
0.4712
20.004.869.951.758
0.3525
209.979.600.208.782
234.278.480.913.037
251.309.135.760.067
0.4882
0.4731
0.4296
0.4975
0.3763
285.961.311.304.283
329.589.428.688.704
208.300.268.063.925
21.435.761.924.329
0.3427
244.140.845.915.473
0.4947
0.4893
396.843.744.975.867
0.4439
0.4613
0.3351

0.0123
0.0064
0.0048
0.0012
0.0136
0.0083
0.0048
0.0014
0.0117
0.0015
0.0106
0.0161
0.0071
0.0090
0.0019
0.0127
0.0054
0.0016
0.0073
0.0006
0.0057
0.0024
0.0121
0.0018
0.0084
0.0119
0.0074
0.0040
0.0141
0.0139
0.0150
0.0076

0.0455
0.0385
0.0370
0.0213
0.0466
0.0398
0.0370
0.0239
0.0455
0.0246
0.0431
0.0489
0.0389
0.0406
0.0261
0.0457
0.0379
0.0255
0.0389
0.0167
0.0380
0.0278
0.0455
0.0261
0.0398
0.0455
0.0390
0.0353
0.0466
0.0466
0.0478
0.0391
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Tabela Suplementar 5: Enriquecimento de vias de genes expressos diferencialmente (DE).

GOBPID p Value Count Size Process Genes
Regulation of cardiac muscle KCNJ2, CTNNAS3,

G0:0086004 0.0036 3 35 cell contraction PDE4D
Regulation of striated muscle KCNJ2, CTNNAS3,
G0:0006942 0.0069 4 85 contraction GSTM2, PDE4D

KCNJ2, GSTM2,
GO0:0055119 0.0004 3 17 Relaxation of cardiac muscle PDE4D

Regulation of skeletal muscle
contraction via regulation of

GO0:0014861  0.0089 1 1 action potential KCNJ2
Positive regulation of actin
GO0:1904531  0.0089 1 1 filament binding ABL1
Negative regulation of P2RX7, ABL1, GSTM2,
GO0:0051283  0.0134 4 103 sequestering of calcium ion PDE4D
Calcium ion transmembrane P2RX7, ABL1, GSTM2,
GO0:0097553  0.0162 4 109 import into cytosol PDE4D
GO0:0090076  0.0177 1 2 Relaxation of skeletal muscle KCNJ2
GO0:1904616  0.0177 1 2 Regulation of actin binding ABL1
Regulation of morphogenesis of HOXD13, PSMD5,
G0:1905330  0.0218 5 179 an epithelium ROR1, ABL1, GREM1
KCNJ2, CTNNA3,
GO0:0060048  0.0247 4 124 Cardiac muscle contraction GSTM2, PDE4D
Regulation of Ral protein signal
G0:0032485  0.0264 1 3 transduction RALGPS1
G1 to GO transition involved in
GO0:0070315  0.0264 1 3 cell differentiation ZNF503
Positive regulation of smooth
GO0:0071673  0.0264 1 3 muscle cell chemotaxis LPAR1
GO0:0090135  0.0264 1 3 Actin filament branching ABL1
ABL2, KCNJ2,
ITGB1BP1, ABL1,
Regulation of actin filament- LPAR1, CTNNAS3,
GO0:0032970  0.0265 7 326 based process PDE4D

B9D1, TOLLIP, FRZB,
SPINKS, STATSB,

GO0:0030855  0.0268 12 720 Epithelial cell differentiation
ABL1, SLC4A5, LCE2C,
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G0:0014808

G0:0002042

G0:2000249

G0:0003257

G0:0006933

G0:0014809

G0:0060244

G0:0060401

G0:0051281

G0:0003009

G0:0050850

G0:0030098
G0:0009791

G0:0010001

0.0272

0.0345

0.0345

0.0350

0.0350

0.0350

0.0350

0.0354

0.0405

0.0426

0.0447

0.0020
0.0448

0.0223

29

33

33

139

36

37

38

316
89

180

Release of sequestered calcium
ion into cytosol by
sarcoplasmic reticulum

Cell migration involved in
sprouting angiogenesis

Regulation of actin
cytoskeleton reorganization

Posit. reg. of transcr. from RNA
polll promoter involved in
myocardial precursor cell diff.

Negative regulation of cell
adhesion involved in substrate-
bound cell migration

Regulation of skeletal muscle
contraction by regulation of
release of sequestered calcium
ion

Negative regulation of cell
proliferation involved in
contact inhibition

Cytosolic calcium ion transport

Positive regulation of release of
sequestered calcium ion into
cytosol

Skeletal muscle contraction

Positive regulation of calcium-
mediated signaling

Lymphocyte differentiation

Post-embryonic development

Glial cell differentiation

GREM1, KRT26,
KRTAP21-3, PDE4D

GSTM2, PDE4D

ITGB1BP1, GREM1

ABL2, ABL1

GREM1

ITGB1BP1

GSTM2

DACH1

P2RX7, ABL1, GSTM2,
PDE4D

ABL1, GSTM2
KCNJ2, GSTM2

CD8A, GSTM2

CTLA4, SARTL,
DOCK?2, SPINKS,
STATSB, ABL1, BATF,
CD8A, CD1D

NR4A2, ABL1, SMAD2

MXRAS8, ROR1, ABL1,
LPAR1, WASF3
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Abstract

AIM
To establish a permanent piw/ like RNA-mediated gene

December 21, 2018 | Volume 24 | Issue 47 |



silencing 1 (PIWILI) gene knockout in AGP01 gastric
cancer cell line using CRISPR-Cas9 system and analyze
phenotypic modifications as well as gene expression
alterations.

METHODS

CRISPR-Cas9 system used was purchased from
Dharmacon GE Life Sciences (Lafayette, CO, United
States) and permanent knockout was performed
according to manufacturer’s recommendations. Wound-
healing assay was performed to investigate the effect
of PIWIL1 knockout on migration capability of cells
and Boyden chamber invasion assay was performed to
investigate the effect on invasion capability. For the gene
expression analysis, a one-color microarray-based gene
expression analysis kit (Agilent Technologies, Santa Clara,
CA, United States) was used according to the protocol
provided by the manufacturer.

RESULTS

PIWIL1 gene knockout caused a significant decrease
in AGPO1 migration capacity as well as a significant
decrease in cell invasiveness. Moreover, functional
analysis based on grouping of all differentially expressed
mMRNAs identified a total of 35 genes (5 up-regulated and
30 down-regulated) encoding proteins involved in cellular
invasion and migration. According to current literature,
9 of these 35 genes (DOCK2, ZNF503, PDE4D, ABL1,
ABL2, LPAR1, SMADZ2, WASF3 and DACH) are possibly
related to the mechanisms used by PIWIL1 to promote
carcinogenic effects related to migration and invasion,
since their functions are consistent with the changes
observed (being up- or down-regulated after knockout).

CONCLUSION

Taken together, these data reinforce the idea that
PIWIL1 plays a crucial role in the signaling pathway
of gastric cancer, regulating several genes involved in
migration and invasion processes; therefore, its use as
a therapeutic target may generate promising results in
the treatment of gastric cancer.

Key words: Gastric cancer; Piwi like RNA-mediated
gene silencing 1; CRISPR-Cas9; Migration; Invasion

© The Author(s) 2018. Published by Baishideng Publishing
Group Inc. All rights reserved.

Core tip: Piwi like RNA-mediated gene silencing 1 (PIWILI)
gene emerged as an interesting target for gastric cancer,
as it is expressed in cancer, stem and germ cells, but it
is absent in normal somatic tissue. Our results propose
that PIWIL1 plays a crucial role in the signaling pathway
of gastric cancer, regulating several genes involved in
migration and invasion processes; therefore, its use as a
therapeutic target may generate promising results in the
treatment of gastric cancer.
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INTRODUCTION

Gastric cancer is a major contributor to global cancer
burden, being the third leading cause of cancer death
worldwide and in both sexes'™. This type of cancer is
thought to be consequence of a multi-step process,
resulting from different genetic and epigenetic changes.
Specifically, dysfunction of oncogenes and tumor
suppressor genes contributes to this malignant disease,
and many candidate genes have been implicated to
serve as gastric cancer biomarkers'”,

In this context, the piwi like RNA-mediated gene
silencing 1 (PIWIL1) gene, located in 12924.33 and
having 22 exons, became an attractive target for gastric
cancer treatment. PIWIL1 protein is expressed at
increased levels in cancer tissues, stem cells and germ
cells, but it has been shown to be absent in normal
somatic tissues. This means that it could be a potential
target for therapy, since most non-cancer cells would
not be affected by cytotoxic effects?®”.,

PIWIL1 plays a key role in tumor cell viability, migration
and invasion, and its expression is associated with the
maintenance of stem-like characteristics of tumors, which
in turn contribute to more severe histological grade,
advanced stage and worse clinical outcome!®*%,

Wang et al''!! showed that expression of PIWIL1
in gastric cancer tissue was significantly higher than
in adjacent-to-tumor tissue (tumor front). They also
demonstrated that patients with a lower expression of
PIWIL1 presented a significant better overall survival rate
compared to patients with a higher expression levels.
Additionally, the 5-year survival rate of patients with a
higher expression level of PIWIL1 was significantly lower
(36.5% vs 67.6%).

Liu et al™® reported that expression of PIWIL1
progressively increases during cancer development.
The expression ratio in normal gastric tissues, atrophic
gastritis, intestinal metaplasia and gastric cancers varied
from 10% to 76%.

To further investigate the potential functions of
the PIWIL1 gene, Liu et a/* also silenced PIWIL1
by antisense or short hairpin RNA and noted that
suppression of this gene inhibited the growth of gastric
cancer cells and induced G2/M arrest. Although relevant
information regarding the possible role of PIWIL1 in
gastric cancer carcinogenesis is provided by the current
literature, the exact molecular mechanisms involved in
this carcinogenic process remain unclear.

A recently introduced technology, based on the
adaptive immune system of prokaryotes and known as
type II clustered, regularly interspaced, short palindromic
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repeats (CRISPR)/associated protein (Cas), has been
demonstrated to cleave double-stranded DNA and has
emerged as a relevant genome editing tool™™.

This technology can be used both to perform
permanent gene knockouts and the site-specific
integration of a gene (knock-in)™*¢**, Importantly, it
allows for the permanent silencing of the target gene,
and it also creates a stable and permanent cell line with
the desired modificationt***®.

Here we applied CRISPR/Cas9 technology for the
first time to knockout PIWIL1 gene in a gastric cancer
cell line and analyzed its phenotypic modifications.

MATERIALS AND METHODS

Cell lines

The human gastric cancer cell line AGP01 was maintained
in DMEM-F12 medium supplemented with 10% fetal
bovine serum. The cell culture grew attached to a plastic
flask in a monolayer in a humidified incubator maintained
at 37 'C and 5% COs.

The AGPO1 cell line was established by our
research group in 2009™" from cancer cells present
in the ascitic fluid of a female individual with intestinal
gastric cancer, located at the antrum and the body
region of the stomach, and staged as T3N2M1. The
cell line was tested and authenticated by conventional
cytogenetics®®. Recently, the AGPO1 cell line was tested
by multicolor-fluorescence in situ hybridization (FISH),
and results are presented here.

24-color-FISH using all human whole chromosome
painting probes

24-color-FISH using simultaneous all human whole chro-
mosome painting (WCP) probes was done as previously
reported®??, A total of 20 metaphases was analyzed,
using a fluorescence microscope (Axio Imager Z1 mot;
Carl Zeiss AG, Oberkochen, Germany) equipped with
appropriate filter sets to discriminate between a maximum
of five fluorochromes and the counterstain DAPI; the latter
was used to induce a GTG-like banding pattern. Image
capturing and processing were carried out using ISIS
imaging system (MetaSystems, Altlussheim, Germany).

Targeted knockout of PIWIL1 using the CRISPR-Cas9
system

The CRISPR-Cas9 system used was purchased from
Dharmacon GE Life Sciences (Lafayette, CO, United
States). First, 1 x 10" AGPO1 cells/well were seeded
in DMEM-F12 medium to a 96-well plate for 24 h.
Subsequently, transfection was performed using
CR-0046-03-005 (Dharmacon GE Life Sciences) for 48
h. For the transfection procedure, a solution containing
1 uL of the CRISPR RNAs (crRNAs) mixed with the
trans-activating small RNA, 2 uL of Cas9 and 7 uL of
DMEM-F12 medium (for each well) was prepared first.
In another tube, 0.4 pL of DharmafecDUO and 9.6 ulL of
DMEM-F12 medium (to each well) were added.
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The solutions were then incubated for 5 min at room
temperature before being combined. After combining, the
solution was incubated for 20 min at room temperature,
and finally 80 uL of DMEM-F12 medium/10% fetal
calf serum (FCS) (per well) was added. At the end of
the transfection, all contents (from each well) were
transferred to a 24-well plate containing DMEM-F12
medium/10% FCS/1% pen-strep.

After 24 h, samples were treated with 6 ug/mL of
puromycin for 72 h to select the resistant clones. Next,
40 cells were plated per well in a 6-well plate to isolate
the clones by the filter paper method.

This method consists of using a cut and autoclaved
piece of filter paper so that it, after being soaked in
trypsin, can be positioned above a single colony of cells
that has grown from an isolated cell, allowing for the
collection of this clone. Subsequently, each clone grew
in a separate well in a 6-well plate, so it could reach
the confluence needed to perform DNA extraction and
sequencing.

Sequencing

DNA was extracted using the Wizard Genomic DNA
Purification Kit (Promega Corporation, Madison, WI, United
States) according to the manufacturer’s instructions.
For PCR, specific primers targeting the binding region of
the purchased crRNA were constructed using the online
program Primer3 (Supplementary Table 1).

The quantities of the reagents used in the PCR for
a final volume of 12 uL were as follows: 6.25 uL of
nuclease-free H20, 0.5 pL of forward primer (10 ng/uL),
0.5 ulL of reverse primer (ng/uL), 4.25 uL of GoTag
Colorless Master Mix 2x (Promega Corporation) and 1
uL of DNA (10 ng/uL).

The conditions using the MasterCycler Gradient
thermal cycler (Eppendorf, Hamburg, Germany) were 1
cycle at 95 C for 3 min for initial denaturation followed
by 35 cycles consisting of denaturation at 94 'C for 2
min, primer annealing at 59 ‘C for 1 min and extension
at 70 °C for 2 min, ending with 1 cycle at 70 'C for a
final extension for 30 min.

For direct sequencing of the PCR product, the
quantities of the reagents used for a final volume of 20
uL were as follows: 15 pL of nuclease-free water, 0.5 uL
of forward or reverse primer (10 ng/uL), 0.5 uL of Big
Dye, 3 pL of Save Money and 1 pL of the PCR reaction.
For this reaction, the ABI PRISM Big Dye Terminator 3.1
Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, Hercules,
CA, United States) was used.

The sequencing was performed using the
MasterCycler Gradient (Eppendorf) thermal cycler
according to the following 25-cycle thermocycling
conditions: denaturation at 96 C for 50 s, primer
annealing at 59 ‘C for 1 min and extension at 60 C for
4 min, ending with 1 cycle at 4 °C for 5 min.

After this procedure, a precipitation step was carried
out in order to purify the product of the reaction before
continuing. For this step, samples were washed with
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70% isopropanol and 70% ethanol. Subsequently,
sequencing was performed using the ABI Prism 3500
DNA Sequencer (Applied Biosystems). The methodology
used was based on the biochemical synthesis of the
DNA strand by the Sanger method.

Sequencing analysis

Reference sequence for exon 15 in the PIWIL1 gene was
obtained from the National Center for Biotechnology
Information (NCBI) and compared with the DNA
sequence of the modified cell line as well as the negative
control (cell line without the gene knockout). To infer the
effect of changes in protein synthesis, we applied Gene
Runner v.3.05 (Hastings Software Inc., Hastings, NY,
United States; http://www.generunner.com).

Wound-healing assay

Cells were grown in 12-well plates at a density of 2 x
10° cells/well and maintained for 24 h in 5% CO: at
37 °C. After this period, cells were injured with a 10 pL
tip in the center of each well. The medium was then
removed to eliminate suspended cells, and wells were
washed with 1 x phosphate buffered saline before fresh
DMEM-F12 medium/10% FCS/1% pen-strep was added
again.

The behavior of cells was observed and photo-
graphed immediately after injury and at 6 h, 12 h and
24 h after injury. All experiments were performed in
triplicate.

Boyden chamber invasion assay

Boyden inserts (8 um pores) (BD Biosciences™, Franklin
Lakes, NJ, United States) were coated with 200 uL
of Matrigel (10-13 mg/mL) in 12-well plates. Cells (2
x 10°) were seeded in the upper chamber in 1 mL
of DMEM without fetal bovine serum. In the lower
chamber, DMEM-F12 medium/10% FCS/1% pen-strep
was added, functioning as a chemoattractant for the
cells present in the upper chamber.

After 48 h, the remaining cells above the filter
were removed by scraping with a sterile swab. The
cells at the bottom of the filter were fixed with 4%
paraformaldehyde and stained with Giemsa. Cells were
photographed and analyzed using a light microscope
and counted in optical fields (100 x). All experiments
were performed in triplicate.

Total RNA extraction
The mRNA extraction was performed using Promega’
s Total RNA Isolation System kit, according to the
manufacturer’s specifications. AGP01 and AGP01 PIWIL1
knockout cells were prepared for mRNA extraction.
Samples were lysed with lysis buffer containing beta-
mercaptoethanol and then diluted in RNA dilution buffer.
The samples were centrifuged for 10 min at maximum
speed. Then, 95% ethanol was added to ensure
adequate membrane binding conditions.

The samples were then transferred to centrifuge
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columns where the RNA could bind the membrane of
the column, facilitating washing to eliminate possible
contaminants as well as favoring the extraction of high
quality of total RNA.

At the end of the procedure, the RNA was diluted
in 60 pL of nuclease-free water. The total RNA was
quantified using a Nanodrop spectrophotometer
ND-1000 UV-VIS version 3.2.1 (Nanodrop Technologies,
Wilmington, DE, United States). The RNA quality was
also evaluated by analyzing the Azso/A2g0 ratio according
to the manufacturer’s specifications. Purified RNA was
stored at -80 °C for the microarray expression assay.

Microarray expression

For the microarray assay, a one-color microarray-based
gene expression analysis kit (Agilent Technologies,
Santa Clara, CA, United States) was used according to
the protocol provided by the manufacturer. The gene
expression profile was evaluated in both cell lines (AGP0O1
with and without PIWIL1 knockout).

The total RNA obtained during the extraction phase
was used as the template for the synthesis of the first
cDNA strand by reverse transcription using T7 RNA
polymerase. Synthesis of the second cDNA strand
was used as the template for the in vitro transcription
reaction for cRNA production. The cRNA was then
incorporated into the fluorochrome 3-cyanine (Cy-3)
using the Low Input Quick Amp Labeling kit (Agilent
Technologies) according to the protocol provided by the
manufacturer. Thereafter, the cRNA purification process
was carried out.

The cRNA was quantified by a spectrophotometer
(pmol/L), by which it was possible to analyze the absor-
bance ratio (260 nm/280 nm) and the cRNA (ng/ulL)
concentration in each sample. After, hybridization was
performed for 17 h in a hybridization chamber at 65 ‘C
at 10 rpm. After this period, the slide was washed and
immediately scanned in the Agilent G4900DA SureScan
Microarray System.

The following setup was used to scan the microarray
slides for one color: scan region of 61 mm x 21.6 mm,
5 um scan resolution, dye channel of green. Next, the
images were obtained by using Feature Extraction
v10.10 software, and the data were analyzed with
GeneSpring GX 9.0 and IPathwayguide (Advaita
Bioinformatics Company, Plymouth, MI, United States)
programs. Gene identification followed a restriction
criterion with a fold-change of > 2.

Differential expression and gene ontology enrichment
analysis

To identify differentially expressed (DE) mRNAs, we
compared the probes’ expression profiles before and
after PIWIL1 knockout. Probes with a mean fold-change
< 0.5 and a mean fold-change of > 2 [|Logz(fold-
change)| > 1] were selected for differential analysis.
Student’s t test was performed in 1222 selected probes,
false discovery rate adjustment® was performed,
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Figure 1 AGP01 cell line multicolor-FISH showing several chromosomal changes, including the monosomy of chromosome 12, where the PIWIL1 gene is

located.

and genes with an adjusted P-value of < 0.05 were
tagged as DE. For the volcano plot, the fold-change
and the P-value of all probes were used, and probes
were tagged as DE following the previous criteria.
Gene ontology enrichment was performed using org.
Hs.eg.db™ and Gostats'* R libraries. All graphical and
statistical analyses were performed in the R platform
(R Core Team, 2017, Vienna, Austria; https://www.
R-project.org/).

RESULTS

24-color-FISH using all human WCP probes
24-color-FISH using all human WCP probes
revealed in AGPO1 cell line a complex karyotype
as follows: 63,XX,inv(1)(p12g43),der(1)(1pter-
>1pl2::1q9q43->1p12::9p12-
>9pter),+der(1)t(1;12)(g21;912),+del(1)(p12),+del(2)
(p12),+der(2)t(2;8)(p12;q11.2),inv(3)(p21q13)x2,+inv(
3)(p21q13),+der(3)t(3;5)(p14;913),t(4;14)(p12;q11.2)
,dic(4;12)(p15;q12),+der(4)t(2;4)(p or g?;q12),del(5)(p
13)x2,+der(5)x2,del(6)(q12)x2,+del(6)(p21),inv(7)(p12
;q11.2),der(7),der(9)t(9;acro)(p21;p12),der(9)t(6;9)(p1
2;p12),t(13;13)(p10),der(15)(:q13->p11::pl1->qter),-
15,der(16)t(X;16)(q or p?;g23),+der(16)t(12;16)(q12;q
23),21p+,t(22;22)(p10) (Figure 1).

From the analysis, we verified that the unique
chromosome 12 (where PIWIL1 gene is located) remains
intact, without translocations or derivative chromo-
somes. It is important to note that the monosomy of
chromosome 12 agrees with the sequencing result, since
the 7 bp insert sequence was observed in hemizygous
status.
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Targeted knockout of the PIWIL1 gene using the
CRISPR-Cas9 system

PIWIL1 gene knockout was successful, as determined
by Sanger sequencing. The latter revealed an insertion
of 7 adenines in the PIWIL1 gene sequence (Figure
2), which caused a frameshift mutation that impaired
protein synthesis.

Prediction of the encoded protein indicated a
premature stop codon (Figure 3), suggesting that this
insertion generates a truncated protein consisting of
573 amino acids (the wild-type contains 861) with a
loss-of-function phenotype, which means that knockout
was efficient.

Notably, the PIWIL1 knockout cell line remained
viable and could be used for further experiments.

Wound-healing assay

The PIWIL1 gene knockout caused a significant
decrease in AGPO1 migration capacity after 24 h (P <
0.01; Figure 4), which is consistent with the fact that
this protein is related to various pathways that regulate
cell motility.

Boyden chamber invasion assay

Also, PIWIL1 gene knockout caused a significant
decrease in AGPO1 invasiveness (P < 0.001; Figure 5),
which is also consistent with the fact that this protein is
related to various pathways that regulate cell motility.

mRNA array and gene ontology enrichment

Differential analysis: By comparing expression
profiles after PIWIL1 permanent knockout in the AGPO1
cell line, a total of 251 mRNA were found to be DE
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861 aa
3591

nucleotides,
1196 amino
acids

1 YWAYGVQTRG
61 LRGSRWGCWP
121 GYIQPRPQPP
181 VNTRQNLDHV
241 FQHEDLIGKC
301 FYNIIFRRLL
361 HKVLRSETVL
421 TFKKADGSEV
481 GLTDKMRNDF
541 SFSGRILQTE
601 LIQNLFKVTP
661 IKKYLCTDCP
721 IDCYHDMTAG
781 EYMPSRIIVY
841 QSGGRLQNPL
901 LTYKLCHIYY
961 FLFEMTLGFF
1021 CFSEIFCEHF
1081 DTCFEFKGDK
1141 KKNIENFEIV

RRPGGGVHPP
RAEVQGPGLG
PAEGELFGRG
KESKTGSSGI
HAFDGTILFL
KIMNLQQIGR
DFMFNFYHQT
SFLEYYRKQY
NVHKDLAVHT
KIHQGGKTFD
AHGHMQHRKAI
TPSQCVVART
RRSIAGFVAS
RDGVGDGQLK
PGTVIDVEVT
NWPGVIRVPA
®AFIYFFFNC
FVYFEEBWIR
RRKVGCSLQP
QRNILRLFNK

GKRAPVARCP
RGQRSKKXKT
RQRGTAGGTA
IVRLSTNHFR
PKRLQQKVTE
NYYNPNDPID
EEHKFQEQVS
NQEITDLKQP
RLTPEQRQRE
YNPQFADWSK
MIEVDDRTEA
LGKQQTVMAI
INEGHTRWFS
TLVNYEVPQF
RPEWYDFFIV
PCQYAHKLAF
YLSGENLGRG
YLVVENRLSE
¥VGFQLISHR
KGHEXISILT

RVPGSLGNPA
HMTGRARARAR
KSQGLQISAG
LTSRPQWALY
VFSKTRNGED
IPSHRLVIWP
KELIGLVVLT
VLVSQPKRRR
VGRLIDYIHK
ETRGAPLISV
YLRVLQQKVT
ATKIALQNNC
RCIFQDRGQE
LDCLKSIGRG
SQAVRSGSVS
LVGQSIHREP
LGDLAFYF¥H
SIENVFGDLL
¥KVLLYNLYT

PKARWARAEG
GRARGQETAQ
FQELSLAERG
QYHIDYNPLH
VRITITLTNE
GFTTSILQYE
KYNNKTYRVD
GPGGTLPGPA
NDNVQRELRD
KPLDNWLLIY
ADTQIVVCLL
KMGGELWRVD
LVDGLKVCLQ
YNPRLTVIVV
PTHYNVIYDN

CYSPASLFYT
KRTFRSEQVL
RYRRKYA¥FL

LLFILFWNWD MILFVIKXNE

Wild-type PIWIL1 protein sequence

GPGRSAARRD
LVGSTASQQP
GRRRDFHDLG
EARRLRSALL
LPPTSPTCLQ
NSIHLCTDVS
DIDWDQNPKS
MLIPELCYLT
WGLSFDSNLL
TRRNYEAANS
SSNRKDKYDA
IPLKLVNIVG
AALRAWNSCN
KKRVNTRFFA
SGLKPDHIQR
¥KLRFYILSS
LINLYELYF¥
FGRGARLYGS
CDCHLI

Amino acids sequence in

the wild-type PIWIL1

Stop codon of wild-type

PIWIL1

573 aa
3598
nucleotides,
1199 amino
acids

RRPGGGVHPP
RAEVQGPGLG
PAEGELFGRG
KESKTGSSGI
HAFDGTILFL
KIMNLQQIGR
DFMFNFYHQT
SFLEYYRKQY
NVHKDLAVHT
KIHQGGKTFD
AHGHQHRKAI
LPYPKSVCGG
SWAEVNRRIC
RVPRWRRRRP
STSWNSYECR
LLQLARCHSC
IFLSFYLLFF
AFFCLFERNV
REEAXSRHLT
NCPKKHFKTL

GKRAPVARCP
RGQRSKKXKT
RQRGTAGGTA
IVRLSTNHFR
PKRLQQKVTE
NYYNPNDPID
EEHKFQEQVS
NQEITDLKQP
RLTPEQRQRE
YNPQFADWSK
MIEVDDRTEA
PNLRQTANCH
CQHQ¥RDDPL
AENTGELRSA
GYQTRMVELF
SCSLPVRPQA
*LLSFWHKLG
DKILGSIKQT
TTIGGVSAHI
¥QKRPEVNLY

1 YWAYGVQTRG

61 LRGSRWGCWP
121 GYIQPRPQPP
181 VNTRQNLDHV
241 FQHEDLIGKC
301 FYNIIFRRLL
361 HKVLRSETVL
421 TFKKADGSEV
481 GLTDKMRNDF
541 SFSGRILQTE
601 LIQNLFKVTP
__661 RCYAKIPVYR
781 LQ¥VHAQPDH
841 FCSVWRKTSE
901 TALDLQAVPH
961 SRFSFENDFG
1021 IFLFLIDIL®
1081 FLRYLF¥IXR
1141 WE¥KKH*KFL

Premature
stop codon

RVPGSLGNPA
MTGRARARAR
KSQGLQISAG
LTSRPQWALY
VFSKTRNGED
IPSHRLVIWP
KELIGLVVLT
VLVSQPKRRR
VGRLIDYIHK
ETRGAPLISV
YLRVLQQKVT
GHCYKDCPTD
VLTLHISGXR
TVFGLSKIHW
YREPGCEKW¥
GFSCWPEYSQ
KGIRRSSILF
L¥EYLKCVWR
LKIKGTII¥P
INITIYFVLE

PKARWARAEG
GRARGQETAQ
FQELSLAERG
QYHIDYNPLH
VRITITLTNE
GFTTSILQYE
KYNNKTYRVD
GPGGTLPGPA
NDNVQRELRD
KPLDNWLLIY

GPGRSAARRD
LVGSTASQQP
GRRRDFHDLG
EARRLRSALL
LPPTSPTCLQ
NSIHLCTDVS
DIDWDQNPKS
MLIPELCYLT
WGLSFDSNLL
TRRNYEAANS
Alteration in amino

acid sequence

GGHPPEARDD
PASGSEGLEX
CGEEKSEHQI
*QQRPEARPH
LLPLTCRRRC
LYVKIKILYF
SPTYKPILTL
IFIWQGGHVV
KLMELSPYL

ELQDGRRALE
TGAGRWAQSL
FRLQPETNGN
CFSHTLQCHL
RAKSVTVKPP
LALLFTGFLI
FTETYFQEXA
THKIQEKICL
LGHDSICYKI

Predict sequence of PIWIL1 after knockout

Figure 3 Amino acid sequences of the wild-type PIWIL1 protein and the PIWIL1 protein after the insertion of seven adenines by the CRISPR-Cas9 system.

cell to cell concerning number of chromosomes or
single cell chromosomal rearrangements®. The here-
given karyotype was the most frequently observed
one. Interestingly, inversions, dicentrics and reciprocal
translocations of homologous acrocentric (#13, #15,
#22) was observed. Overall, gain of the following
regions was present: #1, #3, large parts of #2 and #5,
8g11.2 to 8qter, 12pter to 12q12. Besides, the following
regions were under-represented: 2pter to 2p12, 9pter
to 9p12, 15q12 to 15qter. These imbalances are in
concordance with the literature™”,

In AGPO1, we performed for the first time an in
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vitro knockout experiment of PIWIL1 gene using the
CRISPR-Cas9 system. It could be shown that absence
of this gene significantly impairs migration and invasion
capacity of AGPO1 cells. Thus, the AGPO1 cell line
behaves like that previously reported for gastric cancer
cells™ or lung adenocarcinoma'®®. Together, these
studies suggest that PIWIL1 expression is strongly
associated with an increased aggressiveness of cancer
cells.

According to Wang et al”, one of the mechanisms
by which PIWIL1 regulates the migration and invasion
of cancer cells is by promoting the expression of MMP2
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Figure 4 Analysis of the migration capacity of the AGP01 cell line with and without PIWIL1 gene knockout. TO: Inmediately after injury; T6: 6 h after injury;
T12: 12 h after injury; T24: 24 h after injury. NC: Negative control. °P < 0.01. Two-way ANOVA, Bonferroni post-test. Photomicrography of AGP01 cell migration. A:
Immediately after injury; B: 6 h after injury; C: 12 h after injury; D: 24 h after injury. The black lines represent approximation of the edges over time, demonstrating the

migration capacity of the cells.

and MMP9, two important metalloproteinases involved
in the degradation of the extracellular matrix, thereby
creating paths for the locomotion of cancer cells®®".

Additionally, Amaar et al** demonstrated that the
over-expression of PIWIL1 down-regulates the tumor
suppressor gene IGFBP5, a member of the insulin-
like growth factor binding protein family and whose
expression is implicated in suppressing epithelial-
mesenchymal transition and reducing the expression of
E-cadherin and HIF1gq, indicating that is it critically related
to cancer progression™>*¥,

Data obtained from our gene expression experiments
also provided corroborating evidence that the PIWIL1
gene plays a key role in cancer cell migration and
invasion because several genes involved in these cellular
processes were observed as DE when the cell lines were
compared before and after PIWIL1 knockout.

Many studies have demonstrated the oncogenic
activities of the DOCK2, ZNF503, PDE4D, ABL1, ABL2,
LPAR1, SMAD2 and WASF3 genes and their relation
to tumor aggressiveness in several types of cancer,
including gastric cancer™®, Interestingly, PIWIL1
knockout led to a decreased expression of these
genes as well as an increased expression of the tumor
suppressor gene DACH1, demonstrating that PIWIL1
plays a crucial role in the pathway of development and
progression of gastric cancer, and is likely a promising
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candidate for therapeutic intervention.

Zhu et al® reported that the over-expression of
DACH1 impaired the proliferation and invasion ability of
lung adenocarcinoma cells in vitro via the down-regulation
of PRX3, an oncoprotein required for the maintenance
of mitochondrial function and tumorigenesis™’. DACH1
expression also inhibited epithelial-mesenchymal
transition and metastasis by affecting TGF-B signaling
and decreased proliferation of cancer cells by inducing cell
cycle arrest at the G2/M phase™®®",

Regarding the reported oncogenes, Rahrmann et a/”!
observed that PDE4D is over-expressed in human
prostate cancer and demonstrated that the knockdown
of this gene reduced the growth and migration of
prostate cancer cells in vitro as well as the growth and
proliferation rate of prostate cancer xenografts in vivo.
Delyon et al®® demonstrated that PDE4D is also over-
expressed in melanoma cell lines and pinpointed this
gene as a regulator of cell invasion by interacting with
FAK through RACK1, constituting a signaling pathway
that when activated promotes tumor progression and
metastasis'*’.

Recent studies have determined the role of ABL
members from the tyrosine kinase family, ABL1 and
ABL2, in the development of many types of solid
tumors. These proteins induce the activation of actin
polymerization machinery by modulating the expression
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Figure 5 Analysis of the invasion capacity of the AGP01 cell line with and without the PIWIL1 gene knockout. Statistically significant difference between
groups was shown by the Student's ¢ test ("P < 0.001). Photomicrography of the cell invasion assay demonstrating the decrease in the number of cells that invaded

when PIWIL1 was knocked out. NC: Negative control.

of several MMPs to promote morphological changes,
including the formation of membrane protrusions
and altered cell adhesion. Consequently, activation
of ABL1 and ABL2 in cancer cells promote enhanced
proliferation, migration and invasion, as well as drug
resistancel®*?,

DOCK2 (dedicator of cytokinesis) belongs to
the DOCK family of proteins and is expressed in
hematopoietic cells™. According to Kulkarni et a/*”,
DOCK2 has been reported to activate Rac, which is
known to regulate several crucial processes, including
lymphocyte migration, activation and differentiation of
T cells™®, Wang et al*”’ knocked out DOCK2 in a B-cell
lymphoma cell line and observed a decrease in Racl
expression. Additionally, analysis of the growth curves of
both cell lines demonstrated that the DOCK2 knockout
grew less than DOCK2, as evidenced by the lower cell
proliferation.

ZNF503 is expressed in the mammary gland
and other tissues, and there is a high incidence of
association between this gene deregulation and tumor
aggressiveness in several kinds of tissues, such as lung,
kidney and intestine!®. Shahi et ai*® performed scratch
and 3D Matrigel culture assays in two mammary
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epithelial cell lines to analyze the cell motility and
migration. Both assays demonstrated that cell lines
with ZNF503 knockout migrated less, did not close the
gaps, and inhibited invasiveness when compared to the
control cells. These data indicate that ZNF503 promotes
cellular invasion and migration, and high levels of this
gene are closely related with poor patient survival,
breast cancer progression and increased metastasis.

Yu et al”® demonstrated that the lysophosphatidic
acid receptor 1 (LPAR1) gene is related to migration and
invasion in ascites from ovarian cancer and is expressed
at higher levels in metastatic cell lines, when compared
to non-metastatic cell lines. They also observed that
the presence of high levels of lysophosphatidic acid
are directly connected to cell migration stimulation,
and LPAR1 silencing reduced lysophosphatidic acid-
induced invasion. Additionally, in breast tumors, a
higher expression of LPAR1 is related to a worse lung
metastasis-free survival rate®!l,

Wiskott-Aldrich syndrome protein family 3 (WASF3)
is an important gene, which has C-terminal domains
that are responsible for actin polymerization activation,
playing a role in cell proliferation and migration. The
WASF3 gene is normally over-expressed in several types
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Figure 6 Volcano plot comparing gene expression after PIWIL1 permanent knockout in the gastric cancer AGP01 cell line. Differentially expressed probes
[adjusted P-value of < 0.05 and |Log2(Fold-Change)| > 1] are on superior left and right areas (red). mRNAs involved in invasion and migration processes are in green.

of tumors, such as breast cancer, osteosarcoma and
prostate cancer®*¥, In gastric cancer, little is known
about this gene; however, since micro (mi)RNAs and
their targets are considered potential biomarkers for
gastric cancer, Wang et a/l® performed a luciferase
assay and western blotting to investigate the relationship
between miR-218 and WASF3. Their results demonstrated
that over-expression of WASF3 harms miR-218 and
results in the inhibition of cell proliferation and migration,
suggesting that WASF3 is over-expressed in gastric
cancer and induces cell proliferation and migration.
Additionally, in gRT-PCR, WASF3 mRNA expression levels
were higher when compared to normal gastric cell lines.

Smad2 is the first intracellular protein in the signaling
cascade of the TGF-B1 signaling pathway, which is involved
in the progression of gastric cancer. In advanced stages of
cancer, TGF-p1 acts as an oncogene, regulating multiple
cellular functions, including stimulation of proliferation,
differentiation and the inhibition of apoptosis™>*"".

Interestingly, Lv et al®® observed that TGF-g1
levels in peritoneal lavage fluid are directly connected
to peritoneal metastasis. Corroborating evidence
was provided by Shinto et al*®, whose experiments
demonstrated that p-Smad2 expression was higher in
diffuse-type tumors and in peritoneal metastasis cases.
Notably, the AGPO1 cell line used to perform the PIWIL1
knockout in our study was obtained from a patient with
peritoneal metastasis, and we found SMAD2 was over-
expressed.

Taken together, these data reinforce the idea that
PIWIL1 plays a crucial role in the signaling pathway
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of gastric cancer, regulating several genes involved in
migration and invasion processes; therefore, its use as
a therapeutic target may generate promising results
in the treatment of gastric cancer, mainly in patients
with peritoneal carcinomatosis, which is a condition
associated with poor prognosis and a decreased overall
survival.

ARTICLE HIGHLIGHTS

Research background

Gastric cancer (GC) remains a major public health problem, having the third
highest incidence of death worldwide. Piwi like RNA-mediated gene silencing
1 (PIWIL1) is involved in regulation of widespread biological processes,
including stem cell proliferation, embryogenesis, growth, and development,
and has been found to be frequently over-expressed in various tumor types,
including GC. Previous studies have demonstrated that PIWIL1 is implicated
in improving tumor malignant behavior. PIWIL1 expression has been shown
to be absent in normal somatic tissues, making it a very intriguing target for
therapy. We attempted to investigate the role of PIWIL1 on the migration and
invasion capacity of metastatic GC cells, using the AGP01 cell line, as well as
checking the expression status of genes and proteins involved in these cellular
processes, in order to elucidate the mechanisms by which PIWIL1 provokes
tumorigenic effects and to shed light on potential new strategies to target
PIWIL1

Research motivation

Many aspects of gastric carcinogenesis remain elusive, and much effort has
been made to improve patient prognosis. The PIWIL1 has been identified
as a novel extremely highly expressed gene in many types of cancer and its
expression in GC tissue is related to poorer overall survival, suggesting that
high expression of PIWIL1 is associated with poor prognosis and that it could
be used as a predictive marker or even a target for therapy. Although PIWIL1
has been correlated with worse outcome, the involved mechanisms remain
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unclear, and many hypotheses are being tested. Once the upstream and
downstream signaling pathways of PIWIL1 are elucidated, it will be possible to
create new therapeutic strategies for gastric carcinogenesis, in order to improve
the overall health of patients affected by this disease.

Research objectives

We performed permanent knockout of the PIWL1 gene to verify phenotypic
modifications in the AGP01 metastatic GC cell line, as well as alterations in
expression level of mMRNA and protein, in an attempt to better understand
the mechanisms by which PIWIL1 promotes tumor malignant behavior. This
research demonstrates the importance of studying PIWIL1 in GC, since
data obtained through the achievement of our objectives showed that this
protein has a crucial role in gastric carcinogenesis, promoting molecular and
phenotypic alterations compatible with enhanced tumor aggressiveness. The
elucidation of the role of PIWIL1 protein in cancer cell invasion and migration
will pave the way for developing potential clinical interventions, aiming to control
GC dissemination.

Research methods

We applied CRISPR/Cas9 technology to knockout the PIWIL1 gene in a
metastatic GC cell line, and analyzed its phenotypic modifications, as well as
alterations in gene and protein expression. CRISPR-Cas9 technology was
considered in 2015 as one of the most important technological advances of
science. Mainly, it allows permanent silencing of the target gene and also
creates a stable and permanent cell line with the desired modification. By this
way, multiple experiments can be carried on, including long term evaluation
of the downstream events caused by the molecular alteration, as well as
discovering potential pathways influenced by the studied gene. Therefore, after
permanent knockout of PIWIL1 in the AGP01 cell line, we analyzed phenotypic
modifications by performing wound-healing and Boyden chamber invasion
assays, to assess migration and invasion, respectively. Moreover, aiming to
shed light on the molecular mechanisms used by PIWIL1 to make changes
in the migration and invasion capability of cells, we carried out proteomic and
microarray assays, using multidimensional protein identification technology
(commonly known as MudPIT) and a one-color microarray-based gene
expression analysis kit, respectively.

Research results

PIWIL1 gene knockout was successfully performed and confirmed by Sanger
sequencing, which revealed an insertion of seven adenines in the PIWIL1 gene
sequence. In silico prediction of the encoded protein pointed to the appearance
of a premature termination codon, suggesting that this insertion generates a
truncated protein with a loss-of-function phenotype. PIWIL1 knockout promoted
a significant decrease in cell migration and invasion capacity (P < 0.01 and P
< 0.001, respectively), which is consistent with data present in the literature
demonstrating that this protein is implicated in several signaling pathways that
regulate cell motility. By comparing expression profiles after PIWIL1 knockout,
a total of 251 mRNA were found to be differentially expressed, with 43 up-
regulated and 208 down-regulated mRNA. A functional analysis grouping all
differentially expressed mRNAs demonstrated that 35 genes encoded proteins
were involved in invasion and migration cellular processes. After extensive
review of data presented in the literature, we selected 9 of these 35 genes
(DOCK2, ZNF503, PDE4D, ABL1, ABL2, LPAR1, SMAD2, WASF3 and
DACH1) as possibly related to the mechanisms used by PIWIL1 to promote
carcinogenic effects related to migration and invasion, since their functions
are consistent with the changes observed (being up- or down-regulated after
knockout). Additionally, the analysis of proteomic data revealed that PIWIL1
knockout caused modification in the expression of 27 proteins involved in
epithelial-mesenchymal transition (EMT). Twenty-two oncoproteins related to
EMT promotion, including FGFR1, PCNA, ACTN4, GSN and TUBB3, were
expressed in the AGPO1 cell line before knockout and reduced to a level that
were not detectable by the technique after knockout. On the other hand, PIWIL1
knockout caused an increase in the expression of six proteins implicated in
EMT suppression, such as ACSM3, ADGRG1 and ANPEP, that were absent in
AGPO01 before knockout. To the best of our knowledge, this is the first report
describing molecular alteration compatible with phenotypic alterations after
permanent knockout of PIWL1 in GC. Detailed mechanisms leading to PIWIL1
over-expression in cancer as well as the pathways by which this protein
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improves the malignant phenotype should be further investigated.

Research conclusions

In the current study, we pioneered the performance of an in vitro knockout
of the PIWIL1 gene by using the CRISPR-Cas9 system, and found that
absence of this gene significantly impaired the migration and invasion capacity
of the AGPO1 cell line, besides modifying mRNA and protein expression
of potential molecular targets involved in the EMT process. The results of
such experiments contributed to understanding of the mechanisms used by
PIWIL1 to promote alteration in migration and invasion capacity of gastric
cells during tumorigenesis, and also revealed the participation of new players
related to PIWIL1 expression, such as FGFR1, PCNA, ACTN4, PDE4D and
SMAD?2. Our results demonstrated that knockout of PIWIL1 promotes several
changes in cell phenotype, suggesting the critical role of the PIWIL1 oncogene
in GC, and confirmed the hypothesis that PIWIL1 expression provokes
migration, invasiveness and EMT as potential mechanisms of improved tumor
aggressiveness. The presented findings open new perspectives for molecular
interventions in GC

Research perspectives

Definite silencing of PIWIL1 by the CRISPR-Cas9 system resulted in robust
findings favoring the discovery of new mechanisms involved in gastric
carcinogenesis. The presented results must be validated by other researchers,
and if confirmed, might lead to innovative interventions aiming to treat GC.
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